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Το γονίδιο FRA10AC1 εντοπίζεται στην εύθραυστη χρωμοσωμική θέση, 
FRA10A του ανθρώπου. Η FRA10A είναι μία σπάνια αυτοσωμική εύθραυστη 
χρωμοσωμική θέση, ευαίσθητη στο φυλλικό οξύ. Χαρτογραφείται στη χρωμοσωμική  
περιοχή 10q23.3 και είναι η πιο συχνή εύθραυστη χρωμοσωμική θέση στο ανθρώπινο 
γονιδίωμα με συχνότητα 1/500 στα έμβρυα. Η έκφραση της FRA10A προκαλείται από 
την επέκταση μιας φυσιολογικά πολυμορφικής επανάληψης (CGG)8-14. Αυτή η 
επανάληψη CGG είναι τμήμα μιας νησίδας CpG στην 5’ αμετάφραστη περιοχή του 
γονιδίου FRA10AC1. Στους φορείς της FRA10A η πολυμορφική επανάληψη 
επεκτείνεται κατά τουλάχιστον 200 αντίγραφα και σ’ αυτό το μέγεθος υφίσταται 
υπερμεθυλίωση που έχει ως αποτέλεσμα τη σίγηση του αντίστοιχου αλληλομόρφου 
του γονιδίου FRA10AC1 μέσω της καταστολής της μεταγραφής του.  Το κύριο 
μετάγραφο του γονιδίου FRA10AC1 έχει μέγεθος 1450 bp και κωδικοποιεί την 
πρωτεΐνη, FRA10AC1. Η FRA10AC1 είναι μια πυρηνική, υψηλά συντηρημένη 
πρωτεΐνη στους πολυκύτταρους ευκαρυώτες, η οποία αποτελείται από 315 αμινοξέα. 
Πλέον υπάρχουν ενδείξεις, ότι η FRA10AC1 ίσως να συμμετέχει στη συναρμογή του 
πρόδρομου mRNA ή σε κάποια άλλη στενά σχετιζόμενη λειτουργία με τη διαδικασία 
μεταβολισμού του mRNA. 
Με σκοπό τη συσχέτιση γονοτύπου- φαινοτύπου δημιουργήθηκε ένα ζωικό 
μοντέλο ενός ποντικού knockout με απαλοιφή του ορθόλογου γονιδίου FRA10Ac1. 
Στην παρούσα εργασία έγινε γονοτύπηση ποντικών που είχαν προέλθει από 
διασταυρώσεις ετερόζυγων και αγρίου τύπου ποντικών. Το πρώτο ποντίκι knockout 
για το γονίδιο FRA10AC1 δημιουργήθηκε στο πλαίσιο της υποδομής Infrafrontier GR 
στο Ίδρυμα Βιοϊατρικών Επιστημονικών Ερευνών Αλέξανδρος Φλέμινγκ. Στη 
συνέχεια, οι επόμενες διασταυρώσεις πραγματοποιήθηκαν στο Ίδρυμα 
Ιατροβιολογικών Ερευνών Ακαδημίας Αθηνών, τόσο για να μελετηθούν και οι 
ετερόζυγοι ποντικοί- φορείς όσο και γιατί είναι απαραίτητο να μεγαλώσουν οι 
αποικίες ώστε να μπορούν να διενεργηθούν οι απαραίτητες δοκιμασίες 
συμπεριφοράς. Όλα τα τροποποιημένα γενετικά ποντίκια γεννιούνταν και 
εκτρέφονταν σε ζωοτροφείο του Ιδρύματος Φλέμινγκ. Τα δείγματα που στάλθηκαν 
ήταν επεξεργασμένα από το εργαστήριο του Ιδρύματος Ιατροβιολογικών Ερευνών 
Ακαδημίας Αθηνών όπου και πραγματοποιούνται όλες οι διασταυρώσεις των ζώων. 
Ειδικότερα, στο πλαίσιο της παρούσας εργασίας πραγματοποιήθηκε απομόνωση 













The FRA10AC1 gene is located in the FRA10A fragile human chromosomal 
site. FRA10A is a rare autosomal fragile chromosomal site, sensitive to folic acid. It is 
mapped to the chromosomal region 10q23.3 and is the most common fragile 
chromosomal site in the human genome at a frequency of 1/500 embryos. Expression 
of FRA10A is mediated by the extension of a normal polymorphic repeat (CGG)8-14. 
This CGG repeat is part of a CpG island in the 5’ untranslated region of the 
FRA10AC1 gene. In FRA10A carriers, the polymorphic repeat is expanded by at least 
200 copies, and at this size there is hypermethylation resulting in the silence of the 
corresponding allele of the FRA10AC1 gene by suppressing its transcription. The 
main transcript of the FRA10AC1 gene is 1450 bp in size and encodes the protein, 
FRA10AC1. FRA10AC1 is a nuclear, highly conserved protein in multicellular 
eukaryotes, which is consisted of 315 amino acids. There are now indications that 
FRA10AC1 may be involved in the assembly of the mRNA precursor or some other 
closely related function with the mRNA metabolism process. 
            In order to correlate the genotype with the phenotype, an animal model of a 
knockout mouse was created by silencing the FRA10Ac1 orthogene. In this study, 
genotyping of mice derived from crossings of heterozygous and wild-type mice was 
performed. The first knockout mouse for the FRA10AC1 gene was created within the 
Infrafrontier GR infrastructure at the Alexander Fleming Foundation of Biomedical 
Research. Subsequently, the following crossings were carried out at the Institute of 
Biomedical Research of the Academy of Athens, both to study the heterozygous mice-
carriers and because it is necessary to grow up the colonies so that the necessary 
behavioral tests can be carried out. All modified genetic mice were born and bred in a 
Fleming Foundation's animal feed. The samples sent were processed by the laboratory 
of the Institute of Biomedical Research of the Academy of Athens where all animal 
crossings are carried out. In particular, DNA isolation from mouse tissues was 
































1.1 Χαρτογράφηση του γονιδίου FRA10AC1 στην εύθραυστη χρωμοσωμική 
θέση FRA10A του ανθρώπου 
 
 Η FRA10A είναι μία σπάνια αυτοσωμική εύθραυστη χρωμοσωμική θέση, 
ευαίσθητη στο φυλλικό οξύ. Χαρτογραφείται στη χρωμοσωμική  περιοχή 10q23.3 
(Εικόνα 1.1) και είναι η πιο συχνή εύθραυστη χρωμοσωμική θέση στο ανθρώπινο 
γονιδίωμα με συχνότητα 1/500 στα έμβρυα (Sutherland GR, 1982). 
  
Εικόνα 1.1: Κυτταρογενετική χαρτογράφηση της εύθραυστης χρωμοσωμικής θέσης 
FRA10A (R. Siebert, et al., 1998, C. Nobile, et al., 1998). 
Κλινικά συμπτώματα για τα άτομα που είναι φορείς για αυτήν την εύθραυστη 
χρωμοσωμική θέση αποτελούν η μέτρια νοητική υστέρηση και η αναπτυξιακή 
ανωμαλία (Mavrou et al., 1991, Sutherland GR, 1985, Petit P. et al., 1986, Kähkönen 
M. et al., 1989). Κατά τη διάρκεια, όμως, της μελέτης των φορέων για την FRA10A 
εντοπίστηκαν και φορείς, δηλαδή άτομα ετερόζυγα ως προς την FRA10A, τα οποία 
δεν εμφάνιζαν κανένα από τα κλινικά συμπτώματα και ήταν υγιή. Το γεγονός αυτό 
οδήγησε στο συμπέρασμα ότι ο παθολογικός φαινότυπος που σχετίζεται με τη 
FRA10A παρουσιάζει πιθανώς μειωμένη διεισδυτικότητα. Αυτό πρακτικά σημαίνει 
πως άτομα-φορείς που έχουν τον ίδιο γονότυπο και θα έπρεπε να εμφανίζουν τον 
παθολογικό φαινότυπο, δεν πάσχουν. Εναλλακτικά, υπάρχει περίπτωση η  FRA10A 
να μην σχετίζεται με παθολογικό φαινότυπο. Από μελέτες δείχθηκε ότι στην 
εύθραυστη θέση FRA10A χαρτογραφείται το γονίδιο FRA10AC1. Ειδικότερα, με 
ανάλυση FISH (fluorescence in situ hybridization) σε άτομα φορείς της FRA10A 
χρησιμοποιώντας ως ανιχνευτή τον γενωμικό κλώνο BAC RP11-437J2 που περιέχει 
το γονίδιο FRA10AC1 και με σύγκριση της πλήρους αλληλουχίας του cDNA του 
γονιδίου FRA10AC1 με τη γενωμική αλληλουχία του κλώνου BAC RP11-437J2 
προσδιορίστηκε η γενωμική οργάνωση του γονιδίου. Αυτό είχε ως αποτέλεσμα να 
βρεθεί ότι το γονίδιο FRA10AC1 καταλαμβάνει μια περιοχή 33 kb και μεταγράφεται 





γονίδιο περιέχει μία επανάληψη (CGG)8  στην 5’ μη μεταφραζόμενη περιοχή του, η 
οποία αποτελεί μέρος μίας νησίδας CpG, όπως φαίνεται και στην Εικόνα 1.2 (T. 
Sarafidou et al., 2004) 
 
 
Εικόνα 1.2: Χαρτογράφηση και γενωμική οργάνωση του γονιδίου FRA10AC1 (T. 
Sarafidou et al., 2004). 
 
  Η ανάλυση του πολυμορφισμού της επανάληψης CGG σε άτομα από το 
γενικό πληθυσμό έγινε με PCR κατά την οποία χρησιμοποιήθηκαν εκκινητές που 
υβριδοποιούσαν τις αλληλουχίες που βρίσκονταν εκατέρωθεν της επανάληψης. Έτσι, 
δείχθηκε ότι η επανάληψη είναι πολυμορφική, δηλαδή εμφανίζει τέσσερα 
διαφορετικά αλληλόμορφα (Εικόνα 1.3). Στην Εικόνα 1.3 παρουσιάζονται τα τέσσερα 
αλληλόμορφα (Α1-Α4) της επανάληψης που ανιχνεύθηκαν και επτά 
αντιπροσωπευτικοί γενότυποι μετά από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα ακρυλαμίδης 
(Εικόνα 1.3A).  Η ανάλυση των τρινουκλεοτιδικών επαναλήψεων (CGG)n  στα άτομα- 
ελέγχου (δείγματα 1-7) και στα άτομα που εκφράζουν τη θέση FRA10A (δείγματα Ι, 
ΙΙ, ΙΙΙ, IV, V), έδειξε ότι, εκτός από το φυσιολογικό αλληλόμορφο (το οποίο 
σημειώνεται με «Ν») τα άτομα που κυτταρογενετικά εκφράζουν την εύθραυστη θέση 
εμφανίζουν και ζώνες μεγαλύτερου μεγέθους (οι οποίες σημειώνονται  με «F»), 
γεγονός που υποδεικνύει την επέκταση της επανάληψης (Εικόνα 1.3C). Τέλος, για να 
εξεταστεί εάν οι επαναλήψεις CGG υπόκεινται σε μεθυλίωση, έγινε πέψη με 
περιοριστικά ένζυμα σε γονιδιωματικό DNA από άτομα που είναι ετερόζυγα για την 
FRA10A (δείγματα ΙΙΙ, IV, V) και άτομα ελέγχου (1 και 2). Τα περιοριστικά ένζυμα, 
ήταν ευαίσθητα (HpaII) ή όχι (MspI) στη μεθυλίωση. Στη συνέχεια, η επανάληψη 





το DNA είχε τεμαχιστεί. Έτσι, επιβεβαιώθηκε η υπερμεθυλίωση αυτής της περιοχής. 
(Εικόνα 1.3D) (T. Sarafidou et al., 2004) 
 
Εικόνα 1.3: Η επανάληψη CGG είναι πολυμορφική και υφίσταται επέκταση και 
υπερμεθυλίωση στους φορείς της FRA10A. Α) Αποτελέσματα PCR σε πήκτωμα 
ακρυλαμίδης όπου φαίνονται τα τέσσερα διαφορετικά αλληλόμορφα για την επανάληψη 
CGG Β) Ο αριθμός και η συχνότητα των επαναλήψεων στα αλληλόμορφα της 
επανάληψης CGG του γονιδίου FRA10AC1 Γ) Αποτελέσματα PCR σε πήκτωμα 
αγαρόζης όπου φαίνεται η επέκταση της επαναληψης CGG στα άτομα φορείς της 
FRA10A Δ)Πέψη γονιδιωματικού DNA σε άτομα φορείς της FRA10A και σε άτομα 
ελέγχου με ένζυμα περιορισμού ευαίσθητα ή μη στη μεθυλίωση και ενίσχυση των 
επαναλήψεων CGG με PCR (T. Sarafidou et al., 2004). 
 
1.1.1 Εύθραυστες χρωμοσωμικές θέσεις 
  Οι εύθραυστες χρωμοσωμικές θέσεις είναι γονιδιωματικές περιοχές που 
εκδηλώνουν χρωμοσωμικά χάσματα ή θραύσεις κατά τη μετάφαση της μίτωσης των 
κυττάρων, τα οποία μπορούν να παρατηρηθούν στο οπτικό μικροσκόπιο και 
παράγονται κάτω από συνθήκες καλλιέργειας ευαίσθητες στην αναστολή της 
αντιγραφής του DNA. Οι εύθραυστες χρωμοσωμικές θέσεις είναι πλούσιες σε 
περιοχές DNA που είναι συντηρημένες κατά τη διάρκεια της εξέλιξης των 
χρωμοσωμάτων των θηλαστικών και γονίδια microRNAs (Rossi S. et al., 2008, 
Reshmi G. et al., 2011) που είναι ασταθή (Ragland RL et al., 2008, Ruiz-Herrera A. et 
al., 2007). Οι εύθραυστες χρωμοσωμικές θέσεις κατηγοριοποιούνται ανάλογα με τις 
συνθήκες καλλιέργειας που τις επάγουν σε: 1) αυτές που απαιτούν δισταμικίνη Α 2) 
βρωμο-δεοξυ-ουριδίνη (BrdU) και 3) σε αυτές που είναι ευαίσθητες στο φυλλικό οξύ, 
οι οποίες αποτελούν και την πλειοψηφία των σπάνιων  εύθραυστων χρωμοσωμικών 
θέσεων (B. Bardoni et al., 2000). 
                                   
        Επιπλέον, γίνεται διάκριση των εύθραυστων χρωμοσωμικών θέσεων και 
ταξινόμησή τους σε δύο κατηγορίες ανάλογα με τη συχνότητά τους στον πληθυσμό. 





Sutherland et al., 1985, Y. Pekarsky et al., 2002, M.F. Arlt et al., 2003). Οι συχνές 
εύθραυστες χρωμοσωμικές θέσεις υπάρχουν στο γενικό πληθυσμό και δεν προκαλούν 
παθολογικούς φαινοτύπους, καθώς επίσης δεν εμφανίζουν και κάποιο συγκεκριμένο 
πρότυπο στην αλληλουχία τους. Από την άλλη, οι σπάνιες εύθραυστες χρωμοσωμικές 
θέσεις παρουσιάζονται σε ποσοστό λιγότερο από το 5% του γενικού πληθυσμού. 
Ειδικότερα, οι συχνές εύθραυστες χρωμοσωμικές θέσεις είναι περιοχές στις οποίες 
παρατηρείται αρκετά μεγάλη γενωμική αστάθεια, όπως παραδείγματος χάρη 
διαγραφές και αναδιατάξεις DNA, οι οποίες συχνά είναι η αιτία για σωματικές 
χρωμοσωμικές αλλαγές κατά την εμφάνιση καρκίνου (Debatisse M. Et al., 2012). 
Χαρακτηρίζονται από πλούσιες ΑΤ- περιοχές (S. Yu, et al., 1997, D.R. Hewett, et al., 
1998), υψηλό ποσοστό στοιχείων LINES (Long interspersed nuclear elements) και 
μέτρια επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών (Lukusa T, Fryns JP, 2008), που 
φιλοξενούν γονίδια άνω των 650 kb (Thomas W. Glover1–3, et al., 2017, Durkin et 
al., 2007, Gao et al., 2014).  
 
        Αντίθετα, οι σπάνιες εύθραυστες χρωμοσωμικές θέσεις (G.R. Sutherland et al., 
2003) είναι στην πλειονότητά τους ευαίσθητες στο φυλλικό οξύ, οι οποίες 
παρουσιάζουν ένα συγκεκριμένο πρότυπο αλληλουχίας που αφορά στην επέκταση 
CCG/CGG- τρινουκλεοτιδικών επαναλήψεων (J.K. Nancarrow, 1994). Το πρότυπο 
αυτό συσχετίζεται πιθανώς με παθολογικούς φαινοτύπους. Πιο συγκεκριμένα, αυτές 
που έχουν μελετηθεί περισσότερο είναι οι: FRAXA, FRAXE, FRAXF, FRA16A, 
FRA11B, FRA10A, FRA11A, FRA12A (Lukusa T, Fryns JP, 2008). Υπάρχουν, όμως, 
και σπάνιες εύθραυστες χρωμοσωμικές θέσεις από αυτές που έχουν μελετηθεί 
εκτενώς οι οποίες είναι ευαίσθητες σε άλλα χημικά που τις επάγουν. Παρακάτω 
φαίνεται η διάκριση των σπάνιων εύθραυστων χρωμοσωμικών θέσεων ανάλογα με το 
χημικό που προκαλεί την επαγωγή τους: 
 
Πίνακας 1: Διάκριση των μελετημένων σπάνιων εύθραυστων χρωμοσωμικών θέσεων 
ανάλογα με το χημικό που επάγει την έκφρασή τους 
Χημικό που επάγει τις σπάνιες 
εύθραυστες χρωμοσωμικές θέσεις 
Εύθραυστη Χρωμοσωμική Θέση 
Φυλλικό οξύ FRAXA (Kremeret al. 1991, Verkerk et al. 
1991) 
 FRAXF (Parrish et al. 1994, Shaw et al., 
2002) 
 FRAXE (Knight et al. 1993, Gécz et al., 
1997) 
 FRA16A (Nancarrow et al. 1994) 
 FRA10A (Sarafidou et al. 2004) 
 FRA11B (Jones et al. 1994, Jones et al., 
1995) 
 FRA11A (Jones et al. 1994, Jones et al., 
1995) 
 FRA2A (Metsu et al., 2014) 
 FRA12A (Winnepenninckx et al., 2007)  
δισταμυκίνη ή/και βρωμο-δεοξυ-ουριδίνη 
(BrdU) 
FRA10B (Hewett et al. 1998) 








 Όλες οι εύθραυστες χρωμοσωμικές θέσεις αυτού του τύπου χαρακτηρίζονται 
από εκτεταμένες τρινουκλεοτιδικές επαναλήψεις (CGG)n (Wang YH, 2006). Η 
δημιουργία εύθραυστης θέσης οφείλεται στην επέκταση της επανάληψης του 
αλληλομόρφου που έχει υποστεί μετάλλαξη και οδηγεί άμεσα σε υπερμεθυλίωση των 
γειτονικών περιοχών που είναι πλούσιες σε GC-, in cis. Αυτή η επέκταση των 
επαναλήψεων CGG και η  υπερμεθυλίωσή τους σε ορισμένες περιπτώσεις έχει ως 
άμεσο αποτέλεσμα την σίγηση του αντίστοιχου αλληλομόρφου. Η μελέτη της 
μοριακής βάσης αυτών των εύθραυστων χρωμοσωμικών θέσεων δείχνει ότι αυτή 
βασίζεται στην αναστολή του σχηματισμού των νουκλεοσωμάτων από την (CGG)n,  
δηλαδή στην ικανότητα του DNA να αναστέλλει το σχηματισμό των 
νουκλεοσωμάτων ανάλογα με το μέγεθος της εκάστοτε επανάληψης. Η αναστολή 
σχηματισμού των νουκλεοσωμάτων ενισχύεται ακόμη περισσότερο στην περίπτωση 
που προκαλείται μεθυλίωση από την τρινουκλεοτιδική επανάληψη (Wang YH, 2006). 
Όσον αφορά την κλινική τους σημασία, η πιο εκτενώς μελετημένη σπάνια εύθραυστη 
χρωμοσωμική θέση, είναι η FRAXA που συνδέεται με το σύνδρομο του εύθραυστου 
Χ και χαρτογραφείται στη χρωμοσωμική θέση Xq27.3 (B. Bardoni et al., 2000), ενώ 
η FRAXE οδηγεί σε μία ήπια ως μέτρια μη- συνδρομική νοητική υστέρηση (J. Ge´cz, 
2000). Τέλος, δεν έχουν σημειωθεί ομοζυγώτες για τις αυτοσωμικές εύθραυστες 
χρωμοσωμικές θέσεις που είναι ευαίσθητες στο φυλλικό οξύ, γεγονός που 
υποδηλώνει ότι η ομοζυγωτία για τουλάχιστον κάποιες απ’ αυτές τις εύθραυστες 
χρωμοσωμικές θέσεις ίσως είναι ασύμβατη με τη ζωή (Sutherland GR, Baker E., 
2000).  
 
1.1.3  Πρότυπο έκφρασης του γονιδίου FRA10AC1 
        Το γονίδιο FRA10AC1 εντοπίζεται στην εύθραυστη χρωμοσωμική θέση, 
FRA10A. Μεταγράφεται από το τελομερές προς το κεντρομερές (κεντρομερική 
κατεύθυνση). Μετά από συναρμογή προκύπτουν εναλλακτικά μετάγραφα με 
διαφορετικά 3’ άκρα και συνεπώς και πρωτεΐνες με εναλλακτικά καρβοξυ-τελικά 
άκρα.  Το κύριο μετάγραφο των ~ 1450 bp εκφράζεται παντού και κωδικοποιεί για 
μια υψηλά συντηρημένη πρωτεΐνη, την FRA10AC1, 315 αμινοξέων. Η ανάλυση της 
έκφρασης του FRA10AC1 σε διάφορους ανθρώπινους ιστούς πραγματοποιήθηκε με 
ανάλυση Northern. Έγινε υβριδοποίηση χρησιμοποιώντας δύο ανιχνευτές, απ’ τους 
οποίους ο πρώτος υβριδοποιούσε το αρχικό τμήμα της 5’ αμετάφραστης περιοχής του 
FRA10AC1 ενώ ο δεύτερος κάλυπτε ένα τμήμα του εξωνίου 19. Ένα μετάγραφο 1450 
bp το οποίο ανταποκρινόταν στο μέγεθος του cDNA του γονιδίου ανιχνεύθηκε σε 
όλους τους  ιστούς που αναλύθηκαν, γεγονός που υποδεικνύει ότι  το γονίδιο  
FRA10AC1  εκφράζεται παντού στον άνθρωπο (όπως φαίνεται στην Εικόνα 1.4). 
Έπειτα, πραγματοποιήθηκαν RT-PCRs με cDNA από άνθρωπο, όπως παρουσιάζεται 





FRA10AC1 (Εικόνα 1.4). Χρησιμοποιήθηκαν εκκινητές που υβριδοποιούνταν με τα 
εξώνια 11 έως 19. Η ανάλυση από όλους τους ιστούς που μελετήθηκαν έδειξε ότι 
προκύπτουν πέντε διαφορετικά μετάγραφα. Τέλος, σύγκριση των ακολουθιών των 
αμινοξέων αυτών των πέντε διαφορετικών εναλλακτικών μεταγράφων που 
προκύπτουν από το συναρμογή του γονιδίου FRA10AC1 έδειξε ότι οι καρβοξυ-
τελικές περιοχές είναι αυτές που διαφέρουν (Εικόνα 1.4) (T. Sarafidou et al., 2004). 
 
 
Εικόνα 1.4: Μοτίβο έκφρασης του FRA10AC1 σε διάφορους ιστούς του ανθρώπου 
και αναγνώριση των εναλλακτικών παραγώγων ματίσματος. (Τα εξώνια σημειώνονται 
με σκούρα γκρι κουτιά και είναι αριθμημένα. Τα ιντρόνια απεικονίζονται ως πυκνές 
γκρι γραμμές. Τα αμινοξέα που κωδικοποιούνται από το εξώνιο 12, που είναι κοινά 
σε όλα τα μετάγραφα του FRA10AC1, υπογραμμίζονται) (T. Sarafidou et al., 2004). 
  
1.1.2 Πρωτεΐνη FRA10AC1 
 Η πρωτεΐνη FRA10AC1 είναι μια πυρηνική (Εικόνα 1.5), υψηλά 
συντηρημένη πρωτεΐνη στους πολυκύτταρους ευκαρυώτες, η οποία αποτελείται από 
315 αμινοξέα (Sarafidou T. et al., 2004).  
 
Εικόνα 1.5: Υποκυτταρικός εντοπισμός της πρωτεΐνης FRA10AC1 που έχει 
επισημανθεί με EGFP (Sarafidou T. et al., 2004). 
 
   Μετά από απομόνωση παρασκευασμάτων του σωματίου συναρμογής 
βρέθηκε με ανάλυση φασματομετρίας μάζας ότι η FRA10AC1 εντοπίζεται σε 





στο μετα- καταλυτικό σύμπλεγμα P (Bessonov S., 2010). Tο σωμάτιο συναρμογής, 
είναι ένα σύμπλεγμα πρωτεϊνών και πέντε μικρών πυρηνικών μορίων RNA (snRNA), 
των U1, U2, U4, U5 και U6, το οποίο καταλύει το συναρμογή του mRNA. Αυτά τα 
μόρια RNA συνδέονται με ειδικές πρωτεΐνες σχηματίζοντας σύμπλοκα που 
ονομάζονται μικρά πυρηνικά ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σωμάτια (snRNP). Τα σωμάτια 
ματίσματος είναι μεγάλα (60S) δυναμικά συμπλέγματα αποτελούμενα από μόρια 
snRNP, άλλες πρωτεΐνες που ονομάζονται παράγοντες ματίσματος και το πρόδρομο 
μόριο mRNA που υφίσταται την επεξεργασία.  Μερικές από τις πρωτεΐνες των 
snRNP μπορεί να εμπλέκονται άμεσα στη συναρμογή, ενώ άλλες μπορεί να έχουν 
δομικό ρόλο ή να συμμετέχουν στη συγκρότηση του σωματίου ή στις 
αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στα σύμπλοκα snRNP (L. Benjamin, Genes VIII, 2004). Τα 
snRNPs συντονίζουν τη δυναμική ζεύξη βάσεων μεταξύ των διαφορετικών snRNAs 
και μεταξύ των snRNAs και του πρόδρομου mRNA για να ληφθούν δευτεροταγείς 
και τριτοταγείς δομές RNA που ορίζουν το καταλυτικό κέντρο των σωματίων 
συναρμογής. Επιπλέον, υπάρχουν και άλλες μη-snRNP πρωτεΐνες που συμμετέχουν 
στη συναρμολόγηση και λειτουργία του σωματίου συναρμογής (Will, C. L. et al., 
2011). Αν και η κατάλυση του ματίσματος δεν απαιτεί ATP, οι βασικές ATPάσες 
υποβοηθούν τις μεταβολές της διαμόρφωσης κατά τη διάρκεια της συναρμολόγησης, 
καθιερώνοντας και αναδιατάσσοντας τις αλληλεπιδράσεις RNA-RNA, RNA-
πρωτεΐνης και πρωτεΐνης-πρωτεΐνης (Cvitkovic, I. et al., 2013). Όταν συντίθεται το 
mRNA κατά τη διάρκεια της μεταγραφής υφίσταται ταυτόχρονα το μεγαλύτερο μέρος 
της διαδικασίας ματίσματος. Η πρόσφατη παρατήρηση ότι η συναρμογή συχνά 
ολοκληρώνεται τη στιγμή που το ιντρόνιο αναδύεται από την RNA πολυμεράση ΙΙ 
οδήγησε στην αναζήτηση μηχανισμών οι οποίοι μπορούν να επηρεάσουν την 
αποτελεσματικότητα του συν- μεταγραφικού ματίσματος (Lydia Herzel et al., 2017). 
Έχει προταθεί ότι o περίπλοκος συντονισμός μεταξύ του DNA, της αλληλουχίας και 
της δομής του RNA, και των μηχανισμών μεταγραφής και επεξεργασίας εξασφαλίζει 
μία πολύ αποτελεσματική και ρυθμισμένη συν-μεταγραφικά επεξεργασία του mRNA 
και ότι αυτός ο συντονισμός μπορεί να επιτευχθεί εν μέρει συγκεντρώνοντας όλα τα 
εμπλεκόμενα στοιχεία σε υποπυρηνικά  διαμερίσματα. Υπάρχουν, λοιπόν, ενδείξεις, 
ότι η FRA10AC1 ίσως να συμμετέχει στη συναρμογή του πρόδρομου mRNA ή σε 
κάποια άλλη στενά σχετιζόμενη λειτουργία με τη διαδικασία μεταβολισμού του 
mRNA. 
        Η FRA10AC1 βρέθηκε ότι αλληλεπιδρά με συστατικά του σωματίου 
συναρμογής. Ειδικότερα, παρατηρείται αλληλεπίδραση της FRA10AC1 με δύο 
παράγοντες ματίσματος τον SF3B2 και τον DGCR14 (Bessonov S., 2010, Lardelli 
RM et al., 2010). Ο SF3B2 είναι το πιο καλά μελετημένο συστατικό του παράγοντα 
ματίσματος SF3b ο οποίος συνδέεται με το πρόδρομο mRNA και δεσμεύει το U2 
snRNP στο σημείο διακλάδωσης (Lardelli RM et al.:2010, Golas MM. Et al.:2003). 
Επιπλέον, σ’ αυτήν την κατηγορία ανήκει ακόμα ένας καλά μελετημένος παράγοντας, 
ο DGCR14 ο οποίος εξασφαλίζει την ακριβή συναρμογή του mRNA όταν η θέση 
ματίσματος δεν είναι η σωστή λόγω κάποιας μετάλλαξης (Noma et al., 2014). Η 





επιβεβαιώθηκε με GST “pull downs”. Η FRA10AC1 συγχωνευμένη με την GST 
παράχθηκε σε βακτήρια και χρησιμοποιήθηκε για να κατακρημνίσει μαζί της το 
πρωτεϊνικό προϊόν της  DGCR14 ή της SF3B2, οι οποίες μεταφράστηκαν in vitro και 
ήταν επισημασμένες με μεθειονίνη (Εικόνα 1.6Α).  Επιπλέον, η ενδογενής 
FRA10AC1 συν- κατακρημνίζεται με την DGCR14 σε κύτταρα θηλαστικών (Εικόνα 
1.6Β). Αυτά τα δεδομένα αποδεικνύουν αναμφισβήτητα μία άμεση φυσική επαφή 
μεταξύ της FRA10AC1 και της DGCR14, in vivo. Η αντίστοιχη δοκιμή για το 
πρωτεϊνικό ζεύγος της ενδογενούς FRA10AC1 με την SF3B2, απέτυχε να εντοπίσει 
κάποια αλληλεπίδραση μεταξύ των δύο πρωτεϊνών. Αυτό μπορεί να υποδεικνύει είτε 
ότι η σύνδεση της FRA10AC1 με την SF3B2 είναι αδύναμη ή παροδική ή δεν 
ευνοείται από τις πειραματικές συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν. 
 
Εικόνα 1.6:  Αποτελέσματα από αναλύσεις GST “pull down” για τη διαπίστωση των 
αλληλεπιδράσεων της FRA10AC1 με τις SF3B2 και DGCR14. Α) Εμφάνιση των 
αποτελεσμάτων του GST “pull down” με SDS- PAGE και αυτοραδιογραφία Β) 
Ανάλυση western απέδειξε την αλληλεπίδραση της FRA10AC1 με την DGCR14 
ύστερα από ανοσοκατακρήμνιση (Sarafidou T. et al., αδημοσίευτα αποτελέσματα). 
 
          Οι τρεις πρωτεΐνες συνεντοπίζονται στον πυρήνα του κυττάρου γεγονός που 
επιβεβαιώθηκε με παροδική έκφραση της GFP-FRA10AC1 και της Xpress-DGCR14 
σε κύτταρα HeLa, στα οποία ανιχνεύεται και η SF3B2. Παρατηρήθηκε ότι οι 
πρωτεΐνες FRA10AC1, DGCR14 και SF3B2 συν- εντοπίζονται στο πυρηνόπλασμα 
των κυττάρων HeLa, όπως φαίνεται και στην παρακάτω Εικόνα (Εικόνα 1.7). Ακόμη, 
οι τρεις πρωτεΐνες FRA10AC1, DGCR14 και SF3B2 φαίνεται πως παρουσιάζουν 
εκτεταμένο χωρικό μοτίβο συν- έκφρασης κατά τη διάρκεια ανάπτυξης εμβρύων 





υβριδοποίηση με αντι-νοηματικό RNA σε τμήματα από έμβρυα ποντικών (πίνακας Α, 
Eικόνα 1.7) και τμήματα του εγκεφάλου ενήλικων ποντικών (πίνακας Β, Eικόνα 1.7).  
 
Εικόνα 1.7: Οι FRA10AC1, DGCR14 και SF3B2 εμφανίζουν χωρική συν-έκφραση 




        Επίσης, από άλλες μελέτες έχει δειχθεί ότι η FRA10AC1 αλληλεπιδρά με άλλες 
25 πρωτεΐνες που βρίσκονται αποκλειστικά ή μερικώς στον πυρήνα του κυττάρου 
σύμφωνα με την οντολογία των αντίστοιχων πρωτεϊνών (Εικόνα 1.8) (Montes M. et 
al., 2012, Imig J. et al., 2012, Castello A. et al., 2012). Δεκαεπτά από αυτά έχουν 
αναγνωριστεί ως συστατικά του σωματίου συναρμογής, ενώ τα υπόλοιπα δέκα 
εμπλέκονται λειτουργικά στη διαδικασία επεξεργασίας του mRNA και μπορούν να 
ταξινομηθούν στις παρακάτω κατηγορίες: α) παράγοντες ματίσματος , όπως π.χ. ο 
SF3b και ο DGCR14. Ακόμη, σ’ αυτήν την κατηγορία ανήκουν ο U2AF1 (Wu S. et 
al., 1999), ο PRPF3 (Maita H. et al., 2005), o MFAP1 (Andersen DS et al., 2008) και 
οι IK, CHERP και HABP4 (Spartz AK et al., 2004, Bressan GC et al., 2009, Sasaki et 
al., 2013)  β) πρωτεΐνες που σχετίζονται με τη ρύθμιση της μεταγραφής,  όπως π.χ. η 
NKAP (Chen D et al, 2003) και η SAP30BP (Chen J et al., 2010) και γ) παράγοντες 
που εμπλέκονται στην έξοδο του mRNA, όπως π.χ. ο THOC1 (Cheng H et al., 2006). 
Παρόλο που αυτές οι αλληλεπιδράσεις προέρχονται από πειράματα μεγάλης κλίμακας 
(π.χ. σύστημα δύο υβριδίων), τα οποία έχουν μικρότερη αξιοπιστία από στοχευμένα 
πειράματα, ενισχύουν την υπόθεση  της συμμετοχής της FRA10AC1 στη διαδικασία 







Εικόνα 1.8: Δίκτυο αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών της FRA10AC1. Οι έντονες γραμμές 
υποδηλώνουν αξιόπιστες αλληλεπιδράσεις που ταυτοποιήθηκαν με περισσότερες από 
μία πειραματικές μεθόδους. Ο κωδικός χρώματος του κόμβου ανταποκρίνεται σε 
ομάδες πρωτεϊνών συγκεκριμένης λειτουργίας, όπως π.χ. κόκκινο: παράγοντες 
ματίσματος, κίτρινο: μεταγραφικοί παράγοντες, μωβ: πρωτεΐνες εξαγωγής mRNA, 
μαύρο: άγνωστη λειτουργία ή μη σχετική με την επεξεργασία του mRNA (Sarafidou T. 
et al., αδημοσίευτα αποτελέσματα) 
 
 
1.2Ανάγκη δημιουργίας ποντικών knockout 
 
Η διαδικασία στόχευσης γονιδίων παρέχει ένα μέσο τροποποίησης ενός 
συγκεκριμένου γονιδίου για να διευκρινιστεί καλύτερα ο βιολογικός του ρόλος 
(Bradford Hall et al., 2010). Ενώ, λοιπόν, η στόχευση γονιδίων είναι ένας άμεσος 
τρόπος να διαταραχθεί το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης ενός γονιδίου και να 
εμποδιστεί η έκφρασή του σε έναν ποντικό, η απενεργοποίηση γονιδίων είναι ο 
καλύτερος τρόπος για να οριοθετηθεί ο βιολογικός ρόλος μιας πρωτεΐνης (Iredale, 
1999). Ο ποντικός knockout υπήρξε ένα πολύτιμο εργαλείο έτσι ώστε οι γενετιστές 
να διακρίνουν το ρόλο ενός γονιδίου στην εμβρυϊκή ανάπτυξη και στη φυσιολογική 
ομοιόσταση (Vogel G., 2007). Τα ποντίκια δρουν ως καλό ανάλογο για τις 
περισσότερες ανθρώπινες βιολογικές διαδικασίες, καθώς και τα δύο είδη μοιράζονται 
περίπου το 99% των γονιδίων (Capecchi, 1994). Επιπλέον, τα ποντίκια είναι χρήσιμα 
πειραματόζωα επειδή είναι μικρά, έχουν σχετικά σύντομη διάρκεια ζωής και είναι 
παραγωγικά. Έτσι, για τους γενετιστές, η στοχευμένη αφαίρεση ενός γονιδίου σε ένα 
ποντίκι παρέχει ένα σημαντικό μέσο για τον προσδιορισμό του βιολογικού ρόλου 
ενός γενετικού αλληλομόρφου. Ενώ είναι χρήσιμο να μελετηθεί η in νίνο γονιδιακή 
λειτουργία, μερικοί ποντικοί knockout έχουν επιπλέον χρησιμεύσει ως πολύτιμα 
ζωικά μοντέλα για ανθρώπινες γενετικές ασθένειες. Όταν μία ανθρώπινη μετάλλαξη 





knockout μπορεί να είναι ένα σημαντικό εργαλείο για να μελετηθεί η υποκείμενη 
παθοφυσιολογία και να αναπτυχθούν θεραπείες για  μια γενετική νόσο (Majzoub & 
Muglia, 1996). Επιπλέον, οι φαρμακευτικές εταιρείες λαμβάνουν ενδείξεις σχετικά με 
την αναστολή της λειτουργίας μιας πρωτεΐνης εξετάζοντας πρώτα τον φαινότυπο ενός 
ποντικού knockout (Zambrowicz & Sands, 2003). Έτσι, οι ποντικοί knockout 
μπορούν να δώσουν μια εικόνα για τον φυσιολογικό ρόλο ενός γονιδίου στους 
ανθρώπους.  
1.2.1 Δημιουργία ποντικών  knockout  
Η κατευθυνόμενη γονιδιακή στόχευση έχει εφαρμοστεί με μεγάλη επιτυχία τις 
τελευταίες δύο δεκαετίες στον ποντικό και προκαλεί την αντικατάσταση ενός 
ενδογενούς γονιδίου από ένα εξωγενές που φέρει την επιθυμητή μετάλλαξη 
(Capecchi MR, 2005). Η μέθοδος αυτή επιτυγχάνεται με ομόλογο ανασυνδυασμό σε 
εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα (ES) (Torres R.M., et al., 1997), τα οποία προέρχονται 
από τη βλαστοκύστη του ποντικού (E. Nτούνη, Σημειώσεις Βιοτεχνολογίας, 2009) 
(ένα πρώιμο στάδιο ανάπτυξης που προηγείται της εμφύτευσης του εμβρύου στη 
μήτρα) και όχι τυχαία ενσωμάτωση. Στην Εικόνα 1.9 παρουσιάζονται συνοπτικά τα 
στάδια που ακολουθούνται για τη δημιουργία ενός ποντικού knockout.  
 








1. Αρχικά, απομονώνονται κύτταρα ES από την εσωτερική κυτταρική μάζα της 
βλαστοκύστης του ποντικού, δηλαδή του εμβρύου 3,5 ημερών. Η βλαστοκύστη 
μπορεί να διακριθεί σε δύο ξεχωριστά μέρη: την εξωτερική επιφάνεια 
(τροφοεξώδερμα) απ’ όπου προέρχονται οι μεμβράνες που περιβάλλουν το 
έμβρυο και την εσωτερική κυτταρική μάζα από την οποία προέρχονται τα 
κύτταρα που συνιστούν το έμβρυο. Τα βλαστικά κύτταρα που προέρχονται από 
το έμβρυο μπορούν να καλλιεργηθούν και υπό ειδικές συνθήκες να 
παραμείνουν αδιαφοροποίητα και διπλοειδή. Έτσι, εάν εισαχθούν σε άλλες 
βλαστοκύστεις μπορούν να οδηγήσουν στην παραγωγή διαφοροποιημένων 
κυττάρων, ακόμα και κυττάρων της γαμετικής σειράς. Αυτό γίνεται γιατί στην 
περίπτωση του ποντικού (Suckow MA et al., 2001) δεν είναι επιθυμητό απλά 
ένα μεταλλαγμένο κύτταρο, αλλά ένας ολόκληρος μεταλλαγμένος οργανισμός, 
εφόσον η πλήρης εκτίμηση των επιπτώσεων που μπορεί να έχει στο φαινότυπο 
η αδρανοποίηση γονιδίων είναι εφικτή μόνο με ολόκληρο τον ποντικό (E. 
Nτούνη, Σημειώσεις Βιοτεχνολογίας, 2009). 
 
Εικόνα 1.10: Στο στάδιο των 41/2 ημερών φαίνεται πως αρχίζει ο σχηματισμός της 
βλαστοκύστης που περιβάλλει μία εσωτερική κοιλότητα τη βλαστοκοίλη, απ’ την οποία 
θα προέλθουν τα κύτταρα ES. Επίσης, στην εικόνα φαίνεται και το τροφοεξώδερμα 
(Harvey Lodish et al., Molecular Cell Biology, 2000) 
 
 
2. Το κύριο εργαλείο για την τεχνική αδρανοποίησης γονιδίων ποντικών μέσω 
ομόλογου ανασυνδυασμού που χρησιμοποιείται στη συνέχεια είναι μία γονιδιακή 
κατασκευή η οποία ονομάζεται «κασέτα διαγραφής» και περιλαμβάνει ένα γονίδιο 
ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά. Αυτό το γονίδιο δεν είναι κανονικό συστατικό 
του γονιδιώματος του ποντικού, αλλά θα λειτουργήσει αν μεταφερθεί σ’ ένα 
χρωμόσωμά του, αποδίδοντας ένα μετασχηματισμένο κύτταρο ποντικού, 
ανθεκτικό στο παραπάνω αντιβιοτικό, π.χ. στη νεομυκίνη. Προτού χρησιμοποιηθεί 
η κασέτα διαγραφής, σε κάθε άκρο της προσκολλώνται νέα τμήματα DNA. Αυτά 
τα τμήματα έχουν αλληλουχίες ταυτόσημες με περιοχές του γονιδίου που 
πρόκειται να αδρανοποιηθεί. Όταν η τροποποιημένη κασέτα εισαχθεί σ’ ένα 





βραχιόνων DNA και του χρωμοσωμικού αντιγράφου του γονιδίου του ποντικού 
(Pasparakis  M., et al., 1996), οδηγώντας σε αντικατάσταση του τελευταίου από το 
γονίδιο ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό (Collins FS et al., 2007). Συνεπώς, τα 
κύτταρα που έχουν υποστεί την αντικατάσταση επιλέγονται μέσα σε μέσο το οποίο 
περιέχει νεομυκίνη. Οι αποικίες που προκύπτουν δε διαθέτουν το γονίδιο στόχο 
και από την εξέταση των φαινοτύπων τους μπορεί να προκύψουν ενδείξεις για τη 




Εικόνα 1.11: Χρήση του ομόλογου ανασυνδυασμού για την ένθεση της «κασέτας 
διαγραφής» που περιλαμβάνει το γονίδιο ανθεκτικότητας στην νεομυκίνη (L.A. Galli-
Taliadoros a. et al., 1995). 
 
3. Στη συνέχεια, εφόσον υπάρχουν τόσο τα κύτταρα ES όσο και την απαραίτητη 
γονιδιακή κατασκευή, η δεύτερη θα εισαχθεί σε εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα 
με την τεχνική του ηλεκτροπαλμού προκειμένου η στόχευση του γονιδίου να 
επιτευχθεί σε όλα τα κύτταρα του ποντικού (Bradley A. et al., 2012). Έτσι, 
όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η γονιδιακή κατασκευή θα είναι ικανή να 
αντικαταστήσει το ενδογενές γονίδιο μέσω του φαινομένου του ομόλογου 
ανασυνδυασμού (E. Nτούνη, Σημειώσεις Βιοτεχνολογίας, 2009). 
4. Έπειτα, παρουσία κατάλληλων αντιβιοτικών (neo) τα περισσότερα κύτταρα 
πεθαίνουν λόγω της μη πρόσληψης ξένου DNA. Από κάθε κύτταρο που 
επιβιώνει δημιουργείται μια αποικία που απομονώνεται και καλλιεργείται έτσι 
ώστε να παραχθούν αρκετά κύτταρα της ίδιας γενετικής σύστασης 
προκειμένου να  ελεγθεί ο ανασυνδυασμός. Ένας εναλλακτικός τρόπος για να 
διαπιστωθεί η επιτυχής ενσωμάτωση του εξωγενούς DNA στα διαμολυσμένα 
κύτταρα ES είναι να χρησιμοποιηθεί η τεχνολογία PCR ή ανάλυση κατά 
Southern (Benjamin L., Genes VIII, 2004). Μ’ αυτόν τον τρόπο δημιουργείται 
τελικά ένας πληθυσμός κυττάρων ES τα οποία, σε ένα μεγάλο ποσοστό, 
φέρουν την αλληλουχία του εξωγενούς DNA (E. Nτούνη, Σημειώσεις 
Βιοτεχνολογίας, 2009). 
5. Αυτά τα κύτταρα ES ενίονται σε βλαστοκύστες- δέκτες. 
6. Η μεταφορά των βλαστοκύστεων αυτών σε θετές μητέρες καθιστά δυνατή τη 





βλαστοκύστη όσο και από τα τροποποιημένα κύτταρα ES (E. Nτούνη, Σημειώσεις 
Βιοτεχνολογίας, 2009). 
7. Ορισμένοι απ΄ τους ιστούς του χιμαιρικού ποντικού προέρχονται από τα 
κύτταρα της βλαστοκύστης- δέκτη, ενώ οι υπόλοιποι ιστοί προέρχονται από τα 
κύτταρα ES που ενέθηκαν σ’ αυτήν (Cotton LM et al., 2015). Στον ενήλικο 
ποντικό, η αναλογία των ιστών που προέρχονται από τα κύτταρα της 
βλαστοκύστης-δέκτη σε σχέση με αυτούς που προέρχονται από τα χορηγηθέντα 
κύτταρα ES ποικίλλει μεταξύ των απογόνων. Εάν τα κύτταρα ES που 
χρησιμοποιούνται φέρουν κάποιον ορατό δείκτη, τότε μπορούν εύκολα να 
διακριθούν οι περιοχές που έχουν προέλθει από καθέναν από τους δύο τύπους 
κυττάρων ES (E. Nτούνη, Σημειώσεις Βιοτεχνολογίας, 2009).  
8. Για να διαπιστωθεί, λοιπόν, η συνεισφορά των κυττάρων ES στη γαμετική 
σειρά, κάθε χιμαιρικός ποντικός διασταυρώνεται με έναν ποντικό αγρίου τύπου 
(James L. J. Coleman et al., 2015). Εάν τα κύτταρα ES που φέρουν το εξωγενές 
DNA έχουν συνεισφέρει και στη γαμετική σειρά, τότε από τη διασταύρωση αυτή 
μερικοί απόγονοι θα είναι ετερόζυγοι για το αλληλόμορφο knockout (Εικόνα 1.12) 
(Rodriguez CI et al., 2000). Αυτοί οι ποντικοί ονομάζονται «floxed» ή «tm1c». 
Ιδανικά, ο φορέας μεταφοράς του εξωγενούς DNA μπορεί να απομακρυνθεί με 
διασταύρωση των «tm1a» με διαγονιδιακά ποντίκια C57BL/6J που εκφράζουν τη 
ρεκομπινάση FLPJ (Rodriguez CI et al., 2000). Oι ποντικοί tm1c είναι ουσιαστικά 
αγρίου τύπου καθώς η μόνη διαφορά του αλληλομόρφου τους με το αλληλόμορφο 
αγρίου τύπου είναι οι περιοχές loxP που πλαισιώνουν το εξώνιο 5 (Brennan K., 
2011). 
 
Εικόνα 1.12: Επέκταση της αρχικής αποικίας των ποντικών ιδρυτών (James L. J. 
Coleman et al., 2015) 
 
9. Από τη διασταύρωση αυτών των ετερόζυγων ποντικών μεταξύ τους θα 
προκύψουν με αναλογία 25% ποντικοί ομόζυγοι για το αλληλόμορφο 
knockout, όπως φαίνεται στην Εικόνα 1.13 (James L. J. Coleman et al., 2015), 
που θα έχουν επομένως προέλθει από τα διαμολυσμένα κύτταρα ES.  
 
1.2.2 Γονιδιακή κατασκευή για τη δημιουργία ποντικών knockout για το γονίδιο 
FRA10AC1 
  Με σκοπό τη συσχέτιση γονοτύπου-φαινοτύπου δημιουργήθηκε ένα ζωικό 





1.16 φαίνεται η γονιδιακή κασέτα που χρησιμοποιήθηκε προκειμένου να 
δημιουργηθούν τα knockout ποντίκια για το γονίδιο Fra10ac1 (Εικόνα 1.16)  
 








Εικόνα 1.14: Σχηματική απεικόνιση των διαδικασιών που επιτελούνται για την  
παραγωγή μεταλλαγμένων ποντικών που έχουν υποστεί στοχευμένη αφαίρεση γονιδίου. 
(L.A. Galli-Taliadoros a. et al., 1995) 
  
(https://www.mousephenotype.org/data/search/allele2?kw=%22FRA10Ac1%22#order
2). Oι βραχίονες 5’ και 3’ είναι ομόλογες περιοχές η οποίες χρησιμοποιήθηκαν για 
τον ομόλογο ανασυνδυασμό και την ένθεση του εξωγενούς γονιδίου στη θέση του 
ενδογενούς. Υπάρχουν δύο περιοχές FRT στην γονιδιωματική κατασκευή οι οποίες 
αναγνωρίζονται από μια τοποειδική ρεκομπινάση, την FLP κι έτσι καταλύεται ο 
ανασυνδυασμός ανάμεσα σε αυτές τις ειδικές θέσεις. Η περιοχή IRES είναι ένα 
ρυθμιστικό στοιχείο έκφρασης και βρίσκεται πριν το γονίδιο lacZ. Επιπρόσθετα, οι 
περιοχές loxP είναι αλληλουχίες DNA ανάμεσα στις οποίες το ένζυμο ρεκομπινάση 
Cre (Nagy et al., 2000) έχει την ικανότητα να καταλύει ανασυνδυασμό, αφαιρώντας 
το τμήμα του DNA που εμπεριέχεται σε αυτές. Υπάρχουν τρεις τέτοιες αλληλουχίες 
στη συγκεκριμένη κατασκευή, μία πριν την κασέτα ανθεκτικότητας στη νεομυκίνη και 
δύο που πλαισιώνουν το εξώνιο 5. Τέλος, η neomycin-resistance selection cassette 
είναι μία κασέτα που περιλαμβάνει ένα γονίδιο που προσδίδει ανθεκτικότητα στη 
νεομυκίνη και διευκολύνει την in vitro επιλογή των ανασυνδυασμένων κυττάρων ES. 
Το στέλεχος του ποντικού που δημιουργήθηκε με τη συγκεκριμένη μεθοδολογία 
ονομάζεται tm1a (targeted mutation 1a) (James L. J. Coleman et al., 2015) και 
περιλαμβάνει τόσο την κασέτα ανθεκτικότητας στη νεομυκίνη όσο και το γονίδιο lacZ 
(Εικόνα 1.15). 
 










  Η εργασία ανήκει στη γενικότερη προσπάθεια κατανόησης της λειτουργίας 
του γονιδίου FRA10AC1 του ανθρώπου και της αντίστοιχης πρωτεΐνης. Το 
FRA10AC1 χαρτογραφείται στην εύθραυστη χρωμοσωμική θέση FRA10Α στη 
χρωμοσωμική περιοχή 10q23.3, η οποία ίσως συσχετίζεται με φαινότυπο ήπιας 
νοητικής υστέρησης για τα άτομα φορείς, που είναι δηλαδή ετερόζυγα για αυτήν. Με 
σκοπό τη συσχέτιση γονοτύπου-φαινοτύπου δημιουργήθηκε ένα ζωικό μοντέλο ενός 
ποντικού knockout με απαλοιφή του ορθόλογου γονιδίου Fra10ac1. Το ποντίκι 
knockout έπρεπε, στη συνέχεια, να διασταυρωθεί με ποντίκια αγρίου τύπου, τόσο για 
να μελετηθούν και οι ετερόζυγοι ποντικοί-φορείς όσο και γιατί ήταν απαραίτητη η 
δημιουργία αρκετών ποντικών knockout ώστε να μεγαλώσουν οι αποικίες και να 
μπορούν να διενεργηθούν οι απαραίτητες δοκιμασίες συμπεριφοράς. Στην παρούσα 
εργασία έγινε γονοτύπηση δειγμάτων που προέρχονται από διασταυρώσεις 
ετερόζυγων ποντικών για το αλληλόμορφο knockout με ποντικούς αγρίου τύπου. Οι 
ετερόζυγοι ποντικοί είναι σημαντικό να μελετηθούν διότι προσομοιάζουν την 
αντίστοιχη κατάσταση που επικρατεί στον άνθρωπο. Ως άμεση συνέπεια αυτού του 
γεγονότος, σκοπό αποτελεί η γονοτύπηση, δηλαδή ο έλεγχος του DNA των ποντικών 
προκειμένου να διαπιστωθεί εάν πρόκειται για ποντίκια ετερόζυγα ή αγρίου τύπου. 
Το γεγονός αυτό μπορεί να ελεγχθεί μέσω διεξαγωγής μιας σειράς PCR και 











































2.1  Απομόνωση ολικού DNA από ιστό 
 
Υπάρχουν αρκετές μέθοδοι απομόνωσης DNA. Η πιο κλασική από αυτές 
βασίζεται στην εξής αρχή:  Αρχικά, πραγματοποιείται ομογενοποίηση του ιστού, 
κατά την οποία σπάνε μηχανικά οι πλασματικές μεμβράνες των κυττάρων και 
αρκετές από τις πυρηνικές. Στη συνέχεια, γίνεται επώαση με πρωτεϊνάση Κ σε 
κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα που περιέχει μεταξύ άλλων: α) Tris base, το οποίο 
ρυθμίζει το pH, β) SDS, ένα ανιονικό απορρυπαντικό που αφενός βοηθάει στη 
διάσπαση των μεμβρανών και αφετέρου αποδιατάσσει τις πρωτεΐνες, προστατεύοντας 
έτσι το DNA από τις νουκλεάσες και γ) EDTA (αιθυλενο- διαμινο- τετραοξεικό οξύ), 
μία χειλική ένωση που δεσμεύει δισθενή ιόντα που είναι απαραίτητα για τη δράση 
των νουκλεασών. H επώαση με πρωτεϊνάση Κ γίνεται στους 55οC. Ακολουθούν 
διαδοχικές εκχυλίσεις με τους οργανικούς διαλύτες φαινόλη και χλωροφόρμιο για να 
απομακρυνθούν τα λιπίδια και οι πρωτεΐνες από το ομογενοποίημα. 
Η  φαινόλη  χρησιμοποιείται για την αποδιάταξη των πρωτεϊνών  και το  διαχωρισμό  
λιπιδίων,  πρωτεϊνών  και  νουκλεϊκών  οξέων.  Το  διάλυμα  φαινόλης  που  χρησιμο
ποιείται  είναι  εξισορροπημένο  σε  pH>7  ώστε  το  DNA  να  κατανέμεται στην υπε
ρκείμενη φάση. 
Το  χλωροφόρμιο  βοηθάει   στον  καλύτερο  διαχωρισμό  των  φάσεων  και 
συμβάλλει 
στη μετουσίωση των πρωτεϊνών και στην απομάκρυνση  της  διαλυμένης  φαινόλης  
από  την  υδατική φάση. Οι εκχυλίσεις σταματάνε όταν η μεσόφαση είναι πλέον 
«καθαρή». Η υπερκείμενη φάση (πολική) περιέχει DNA και RNA. Το RNA μπορεί 
να απομακρυνθεί με επώαση με  RNAαση  στους 37οC, η οποία μπορεί, στη 
συνέχεια, να απομακρυνθεί με τη σειρά της με εκχυλίσεις με φαινόλη και 
χλωροφόρμιο. Το DNA κατακρημνίζεται με προσθήκη ίσου όγκου ισοπροπανόλης ή 
με αιθανόλη (τελικής συγκέντρωσης 70%)- γιατί είναι αδιάλυτο στους 
συγκεκριμένους οργανικούς διαλύτες- η οποία παρουσία άλατος που υπήρχε στο 
αρχικό διάλυμα της πρωτεϊνάσης μειώνει τη διαλυτότητα του DNA και στη συνέχεια 
απομονώνεται με φυγοκέντρηση. Εναλλακτικά, μπορεί να προστεθεί οξικό νάτριο για 
τη ρύθμιση της ωσμωτικής πίεσης του κυττάρου και τη διάσπαση των κυτταρικών 
μεμβρανών προκειμένου να γίνει κατακρήμνιση του DNA. Για να καθαριστεί το 
DNA από υπόλοιπα αλάτων ξεπλένεται με 70% παγωμένη αιθανόλη. Το ίζημα 
επαναδιαλυτοποιείται συνήθως σε διάλυμα Tris-EDTA pH 8,00 (10 mM Tris -1 mM 
EDTA) ή σε H2O που χρησιμοποιείται για τη συντήρηση του DNA για μεγάλο 
χρονικό διάστημα (Budwole B. et al., 1990). 
         Στο συγκεκριμένο πείραμα απομονώθηκε ολικό DNA από ιστό ποντικών. Τα 
δείγματα ήταν ήδη ομογενοποιημένα και είχαν επωαστεί με πρωτεϊνάση, έτσι ώστε να 
γίνει απομάκρυνση των υπολειμμάτων του ιστού ουράς (πάχους περίπου 1 mm). Τα 
δείγματα στάλθηκαν από το εργαστήριο του Δρ. Απόστολου Κλινάκη στο Ίδρυμα 
Ιατροβιολογικών Ερευνών Ακαδημίας Αθηνών όπου πραγματοποιούνται και όλες οι 





2.1.1 Πρωτόκολλο απομόνωσης DNA : 
1. Φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm για 2-3 min. 
2. Επειδή τα δείγματά ήταν πολύ ιξώδη λόγω αυξημένης συγκέντρωσης 
νουκλεϊκών οξέων για την απομόνωση χρησιμοποιήθηκε μέρος του δείγματος 
(50 από τα 150 μl), το οποίο ρυθμίστηκε στα 400 μl  με H2O. 
3. Προσθήκη 200 μl φαινόλης και 200 μl χλωροφορμίου.  
4. Ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 10.000 rpm για 10 min. 
5. Συλλογή υπερκειμένου και διαδοχικές εκχυλίσεις με φαινόλη και 
χλωροφόρμιο με όγκο ίσο με αυτό του δείγματος. Η παραπάνω διαδικασία -
βήματα 3,4 και 5- επαναλαμβάνεται όσες φορές χρειαστεί μέχρι να 
παρατηρηθεί «καθαρή» μεσόφαση, γεγονός το οποίο εξαρτάται από την 
ποιότητα των δειγμάτων. 
6. Προσθήκη οξικού νατρίου (σε όγκο ίσο με το 1/10 του αρχικού όγκου του 
υπερκειμένου) για τη δημιουργία διακριτού ιζήματος. 
7. Προσθήκη αιθανόλης σε όγκο 2,5 φορές του όγκου του δείγματος. 
8. Ανάδευση και μεταφορά των δειγμάτων στους -80 ο C για 15 min. 
9. Φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm για 20 min για κατακρήμνιση των νουκλεϊκών 
οξέων. 
10. Αφαίρεση της αιθανόλης και ξέπλυμα των ιζημάτων με αιθανόλη 70% (200-
500 μl). 
11.  Φυγοκέντρηση  στις 12.000 rpm για 10 min. 
12.  Αφαίρεση της αιθανόλης και επώαση στους 55-60 ο C μέχρις ότου 
εξατμιστούν όλα τα υπολείμματα αιθανόλης.  
13.   Επαναδιαλυτοποίηση σε 30-50 μl Η2Ο  
 
 
2.2   Ποσοτικός προσδιορισμός  DNA  
 
Η ποιοτική  και  ποσοτική εκτίμηση των δειγμάτων DNA 
έγινε  με  ηλεκτροφόρηση  σε  πηκτή  αγαρόζης. Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 
αγαρόζης (πολυσακχαρίτης που παράγεται από φύκη) είναι η ευρύτερα 
χρησιμοποιούμενη μέθοδος διαχωρισμού, χαρακτηρισμού και απομόνωσης τμημάτων 
DNA κι αυτό γιατί είναι απλή, γρήγορη στην εφαρμογή και αρκετά ευαίσθητη 
(Ματθιόπουλος Κ. et al., Φυλλάδιο Εργαστηριακών Ασκήσεων Μοριακής Βιολογίας Ι, 
2014). Στη συγκεκριμένη περίπτωση χρησιμοποιήθηκε τόσο για τον έλεγχο της 
ποιότητας και ποσότητας του DNA των δειγμάτων μετά από την πραγματοποίηση 
απομόνωσης, όσο και για τον έλεγχο της PCR. 
Πιο αναλυτικά, τα νουκλεϊκά οξέα κινούνται στο πήκτωμα αγαρόζης υπό την 
επίδραση ηλεκτρικού πεδίου ανάλογα με το μοριακό τους βάρος. Συγκεκριμένα, τα 
νουκλεϊκά οξέα τα οποία είναι φορτισμένα αρνητικά σε ουδέτερο pH λόγω των 
φωσφορικών ομάδων, κινούνται προς την άνοδο (θετικός πόλος) με ταχύτητα 
αντιστρόφως ανάλογη προς το μέγεθός τους (τα μόρια μικρότερου μεγέθους 





εξαρτάται και από διάφορους άλλους παράγοντες, όπως η διαμόρφωση του μορίου, η 
θερμοκρασία, το είδος του χρησιμοποιούμενου μέσου, η ιοντική ισχύς του 
ρυθμιστικού διαλύματος και το μέγεθος της εφαρμοζόμενης τάσης. 
 
        Κατά την ηλεκτροφόρηση, τα διαφορετικά μόρια DNA καθώς μετακινούνται 
σχηματίζουν χαρακτηριστικές ζώνες σε διαφορετικές περιοχές του πηκτώματος, 
ανάλογα με την κινητικότητα τους. Δηλαδή, με την ηλεκτροφόρηση επιτυγχάνεται ο 
διαχωρισμός ενός μίγματος γραμμικών μορίων DNA σε ζώνες. Οι  ζώνες δεν είναι 
ορατές κατά την πορεία της ηλεκτροφόρησης, γίνονται όμως ορατές με προσθήκη 
στο πήκτωμα μιας χρωστικής που δεσμεύεται στο DNA και φθορίζει όταν εκτεθεί σε 
υπεριώδη ακτινοβολία (UV). Η χρωστική που χρησιμοποιήθηκε στο συγκεκριμένο 
πείραμα προέρχεται από την εταιρεία: SERVA Electrophoresis GmbH. 
 Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης χρησιμοποιείται και για τον αδρό 
ποσοτικό προσδιορισμό δειγμάτων DNA σε σχέση με κάποιον ποσοτικοποιημένο 
μάρτυρα (Ladder), ο οποίος περιέχει τμήματα DNA γνωστού μεγέθους και 
συγκέντρωσης. Έτσι, μέσω της σύγκρισης του φθορισμού που εκπέμπεται από το 
άγνωστο δείγμα με το φθορισμό που εκπέμπει το δείγμα γνωστής συγκέντρωσης και 
μεγέθους (σύγκριση της έντασης της ζώνης του υπό εξέταση μορίου DNA σε σχέση 
με την ένταση των ζωνών του DNA αναφοράς), επιτυγχάνεται η ποσοτικοποίηση του 
άγνωστου δείγματος. 
 
2.2.1 Κατασκευή πηκτώματος αγαρόζης 
1. Χρήση πηκτωμάτων αγαρόζης με συγκεντρώσεις από 1-2% ανάλογα με το 
μέγεθος των τμημάτων DNA που έπρεπε να διαχωριστούν, με ρυθμιστικό 
διάλυμα ΤΑΕ 1x,  το οποίο συνίστατο από: Tris Base 2.42 gr, Ακετικό οξύ 0.57 
ml, EDTA 0.5 Μ 1 ml και ddH2O έως τα 10 ml. 
2. Θέρμανση του διαλύματος της αγαρόζης και του ΤΑΕ 1x σε φούρνο 
μικροκυμάτων σε μέτρια έως υψηλή ισχύ έως ότου η αγαρόζη διαλυθεί πλήρως. 
3. Απόκτηση θερμοκρασίας δωματίου για την αγαρόζη και προσθήκη χρωστικής (1-
2 μl) η οποία είναι της εταιρείας SERVA Electrophoresis GmbH. Ανάδευση του 
διαλύματος για πλήρη ανάμιξη με τη χρωστική. 
4. Τοποθέτηση του διαλύματος της αγαρόζης στο κατάλληλα συναρμολογημένο 
καλούπι της συσκευής ηλεκτροφόρησης (το οποίο περιέχει χτενάκι για τη 
δημιουργία πηγαδιών όπου θα τοποθετηθούν αρχικά τα δείγματα προκειμένου να 
ηλεκτροφορηθούν) και στερεοποίηση μετά από χρόνο αναμονής περίπου 20 min. 
5. Προσεκτική αφαίρεση της χτένας για να παραμείνουν ανέπαφα τα πηγάδια και 
τοποθέτηση των προς ηλεκτροφόρηση δειγμάτων. 
6. Τοποθέτηση  του πηκτώματος στη συσκευή ηλεκτροφόρησης που περιέχει 
διάλυμα TAE 1x και πραγματοποίηση ηλεκτροφόρησης  περίπου στα  100 volts, 
ανάλογα με το μέγεθος της συσκευής που χρησιμοποιείται. 
7. Στα δείγματα DNA που θα ηλεκτροφορηθούν προστίθεται κατάλληλος όγκος 
διαλύματος φόρτωσης (Loading Buffer), το οποίο έχει υποστεί αραίωση 6x. Το 





βρωμοφαινόλης 1ml 1% w/v, γλυκερόλη 5ml, TBE 20x 0,5ml και ddH2O έως τα 
10ml. Το κυανό της βρωμοφαινόλης καθιστά ορατά τα δείγματα τα οποία 
διαφορετικά θα ήταν διάφανα και συνεπώς μη ορατά. Επιπλέον, η γλυκερόλη 
βοηθά το δείγμα να «βυθίζεται» στον πυθμένα των πηγαδιών του πηκτώματος. 
 
2.3 Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (polymerase chain reaction- PCR)  
 
Η PCR είναι ίσως η ευρύτερα χρησιμοποιούμενη μέθοδος της μοριακής 
βιολογίας, με αναρίθμητες εφαρμογές τόσο σε  ερευνητικό όσο και σε διαγνωστικό 
επίπεδο. Ανακαλύφθηκε το 1983 από το βιοχημικό Karry Mullis (Mullis, K.B., 1990). 
Η PCR είναι μια ενζυμική μέθοδος ενίσχυσης συγκεκριμένων τμημάτων DNA in 
vitro. Η PCR βασίζεται στη χρήση της ικανότητας της DNA πολυμεράσης να 
συνθέτει ένα νέο κλώνο DNA συμπληρωματικό προς τον  υπάρχοντα πρότυπο κλώνο. 
Επειδή η DNA πολυμεράση μπορεί να προσθέσει ένα νουκλεοτίδιο μόνο σε μια 
προϋπάρχουσα 3'-ΟΗ ομάδα, χρειάζεται ένας εκκινητής στον οποίο μπορεί να 
προστεθεί το πρώτο νουκλεοτίδιο. Έτσι,  οριοθετείται μια συγκεκριμένη αλληλουχία 
την οποία ο ερευνητής θέλει να ενισχύσει. Στο τέλος της PCR, η συγκεκριμένη 
αλληλουχία θα συσσωρευτεί σε δισεκατομμύρια αντίγραφα,  γεγονός που είναι 
απαραίτητο για μετέπειτα χειρισμούς, όπως η ηλεκτροφόρηση, η πέψη με ένζυμα 
περιορισμού, η αλληλούχηση κ.ά. Η PCR πραγματοποιείται σε τρία στάδια, τα οποία 
επαναλαμβάνονται διαδοχικά: 
  
1. Αποδιάταξη: Οι δύο αλυσίδες του DNA αποδιατάσσονται με θέρμανση σε 
θερμοκρασία 95ο C για περίπου 15 sec έως 1 min. Προηγουμένως υπάρχει και ένα 
αρχικό στάδιο αποδιάταξης περίπου 5 min . 
 
2. Υβριδοποίηση εκκινητών: Με μείωση της θερμοκρασίας στους 55-65ο C για 
περίπου 40 sec έως 1 min, οι εκκινητές υβριδοποιούνται στις συμπληρωματικές τους 
αλληλουχίες στο εκμαγείο DNA. 
 
3. Επιμήκυνση: Για τη σύνθεση της νέας αλυσίδας η θερμοκρασία αυξάνεται στους 
72
o
C, τη βέλτιστη θερμοκρασία δράσης της Taq πολυμεράσης. Η πολυμεράση  
επιμηκύνει τους εκκινητές εισάγοντας τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια 
(dNTPs) χρησιμοποιώντας τη συμπληρωματική αλληλουχία DNA ως εκμαγείο. Τα 
παραπάνω στάδια επαναλαμβάνονται συνήθως 35 φορές. 
 
          Η PCR πραγματοποιείται στο θερμικό κυκλοποιητή, που είναι μία συσκευή, η 
οποία μπορεί να ρυθμίσει την επιθυμητή θερμοκρασία, τη διάρκεια κάθε σταδίου 
αλλά και τη διαδοχή τους. Τα βασικά συστατικά για  μία PCR, όπως παρουσιάζονται 





στόχος, ρυθμιστικό διάλυμα, Mg +  (εάν δεν περιέχεται ήδη στο ρυθμιστικό διάλυμα) 
και τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs). Οι εκκινητές της αντίδρασης 
προσδιορίζουν το ακριβές προϊόν DNA που πρόκειται να ενισχυθεί και είναι 
ολιγονουκλεοτίδια DNA με αλληλουχία συμπληρωματική προς το DNA στόχο που 
πρόκειται να ενισχυθεί. Αυτά χρησιμεύουν ως σημείο επέκτασης για τον 
πολυμερισμό της DNA πολυμεράσης. Συνεπώς, η αποτελεσματικότητα της PCR 
εξαρτάται από τα παραπάνω συστατικά καθώς και από άλλους παράγοντες όπως: η 
θερμοκρασία και η διάρκεια των κύκλων.  
Στην παρούσα εργασία, η PCR χρησιμοποιήθηκε για την ενίσχυση αλληλουχιών 
DNA, που απομονώθηκαν από ιστό ποντικού με σκοπό τη γονοτύπηση ποντικών 
knockout για το γονίδιο Fra10ac1. Πιο συγκεκριμένα, για την αντίδραση 
χρησιμοποιήθηκαν εκκινητές οι οποίοι ήταν ειδικά σχεδιασμένοι έτσι ώστε να 
αναγνωρίζουν συμπληρωματικά αλληλουχίες του γονιδίου Fra10ac1 και να το 
ενισχύουν. Ειδικότερα, ο εμπρόσθιος εκκινητής F1’έχει αλληλουχία 5’- GTG TTT 
TAT TTT TGA AAC CTT AAT GTT C -3’ και υβριδοποιείται στα 28 νουκλεοτίδια 
8142- 8169 της αλληλουχίας με κωδικό καταχώρησης XM_006527335.3 και ο 
ανάστροφος R1’  5’- GTC ATC TGA ATC CTA TGT CAA GTG -3’ στα 24 
νουκλεοτίδια 9005- 9028 της ίδιας αλληλουχίας και πραγματοποιούν την ενίσχυση 
μίας  αλληλουχίας μεγέθους 886bp στο αλληλόμορφο αγρίου τύπου (w/t). Ενώ, για 
την ενίσχυση της αλληλουχίας των ετερόζυγων ποντικών χρησιμοποιείται πάλι ο 
εμπρόσθιος εκκινητής F1’ με την ίδια αλληλουχία όπως περιγράφηκε παραπάνω και 
υβριδοποιείται πάλι στα 28 νουκλεοτίδια 15021-15048 ,  της αλληλουχίας με κωδικό 
καταχώρησης 1N957884.1, αυτή τη φορά όμως, με τον ανάστροφο εκκινητή LAR3’ 
με αλληλουχία 5’- CAC AAC GGG TTC TTC TGT TAG TCC -3’ ο οποίος 
υβριδοποιείται στα 24 νουκλεοτίδια 15231- 15254 της ίδιας αλληλουχίας και 
πραγματοποιούν την ενίσχυση μιας αλληλουχίας μεγέθους 233bp που αφορά το 
αλληλόμορφο knockout . Όλοι οι εκκινητές συντέθηκαν από την εταιρεία Eurofins 
Genomics. Οι θερμοκρασίες υβριδοποίησης των εκκινητών είναι  Τm= 59
o
C για το 
ζεύγος εκκινητών που αφορά το αλληλόμορφο αγρίου τύπου και Τm=58
 o
C για το 
ζεύγος εκκινητών που αφορά το knockout αλληλόμορφο. Γενικά, όταν πρέπει να 
πραγματοποιηθούν πολλές αντιδράσεις ταυτόχρονα, κατασκευάζονται MIX, που 
περιλαμβάνουν όλα τα συστατικά της PCR εκτός από το DNA που προστίθεται σε 
κάθε δείγμα ξεχωριστά προκειμένου να απλοποιηθεί η διαδικασία. Συνεπώς, 
κατασκευάστηκαν δύο MIX. Το MIX A περιείχε τους εκκινητές που αναγνωρίζουν 
και υβριδοποιούν τα αλληλόμορφα αγρίου τύπου (δηλαδή τους F1’ και R1’), ενώ το 
MIX B περιείχε τους εκκινητές που υβριδοποιούν το αλληλόμορφο knockout (δηλαδή 
τους F1’ και LAR3). Κατά την προετοιμασία μίας PCR χρησιμοποιούνται περίπου 
50- 200 ng από κάθε δείγμα που αντιστοιχούν σε 1- 6 μl DNA (στις περιπτώσεις που 
το DNA ήταν αρκετά ιξώδες και χρειαζόταν προσθήκη μικρότερης ποσότητας από τα 
υπόλοιπα δείγματα τις αντίδρασης, πραγματοποιούνταν προσθήκη H2O έτσι ώστε όλα 
τα δείγματα να είναι ισόποσα και να απαιτείται ισόποση προσθήκη από το MIX ). 





προσθήκη από το MIX ώστε ο συνολικός όγκος κάθε δείγματος να είναι 25 μl όπως 
είχε καθοριστεί. 
Οι συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν για την PCR ήταν οι εξής:  
- Αρχική αποδιάταξη: 95ο C για 4 min  
- Αποδιάταξη: 95ο C για 30 sec  
- Υβριδοποίηση: 58 ή 59 ο C  για 30 sec, ανάλογα με το 
ζεύγος εκκινητών που χρησιμοποιείται 
- Πολυμερισμός: 72 ο C για 45 sec  
Για την PCR χρησιμοποιήθηκαν οι παρακάτω ποσότητες σε κάθε δείγμα: 
Πίνακας 2: Τα συστατικά της PCR 
ΥΛΙΚΑ  ΠΟΣΟΤΗΤΑ (μl)  
DNA στόχος- μήτρα Εξαρτάται από την ποιότητα των 
δειγμάτων (κυμαίνεται από 1-6 μl) 
Ειδικό ρυθμιστικό διάλυμα (Buffer) 2,5 μl 10x 
Εκκινητές (F1’& R1’ ή F1’& LAR3’) 1 μl & 1 μl 
Taq DNA πολυμεράση 0,3 units/ μl 
διάλυμα ελεύθερων 5’ τριφωσφορικών 
δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs) 
0,6 μl 
ddH2O Εξαρτάται από την ποσότητα DNA   
Συνολικός Όγκος  25 μl 
 
 Το ρυθμιστικό διάλυμα και η Taq πολυμεράση είναι από την εταιρεία KAPA 
BIOSYSTEMS. Το ρυθμιστικό διάλυμα έχει κωδική ονομασία 10x KAPA Taq B 
with Mg (Buffer B, KB1002). Το μαγνήσιο που περιέχεται στο ρυθιστικό διάλυμα 
έχει συγκέντρωση 1.5 mM και αραίωση 1x.  Επίσης, η κωδική ονομασία της Taq 
είναι KAPA Taq (KE1000) με συγκέντρωση 5 u/ μl (500 u). Για την κατασκευή του 
διαλύματος των δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs) χρησιμοποιήθηκαν 10 mM από 
κάθε δεοξυριβονουκλεοτίδιο (dATP, dCTP, dGTP and dTTP). Σε κάθε αντίδραση 
χρησιμοποιήθηκε ένας αρνητικός μάρτυρας ο οποίος αντί του DNA περιείχε H2O. 
Επίσης, συνήθως χρησιμοποιούνταν και κάποιο δείγμα που είχε ήδη υποστεί ανάλυση 
ως θετικός μάρτυρας.  
           Τα αποτελέσματα της PCR αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 
αγαρόζης συγκέντρωσης 2%. Στα συγκεκριμένα πειράματα χρησιμοποιήθηκε ο 
Ladder με κωδικό MWD01 από την εταιρεία NIPPON Genetics 1kb για την 
αναγνώριση της ζώνης του αλληλόμορφου αγρίου τύπου και ο Ladder με κωδικό 
N3231S από την εταιρεία NEB (New England BioLabs) 100bp, για την αναγνώριση 









Εικόνα 2.1: Απεικόνιση των ladder που χρησιμοποιήθηκαν στις  PCRs του πειράματος. 
Αριστερά απεικονίζεται ο Ladder με κωδικό MWD01 από την εταιρεία NIPPON 
Genetics 1kb και δεξιά ο Ladder με κωδικό N3231S από την εταιρεία NEB (New 
England BioLabs) 100bp. 
 
2.4  Σύγκριση αλληλουχιών in silico με εφαρμογή του αλγορίθμου BLAST 
 2.4.1. BLAST για τη σύγκριση του αλληλομόρφου αγρίου τύπου και του 
knockout αλληλομόρφου  
Η γονιδιωματική αλληλουχία του γονιδίου Fra10ac1 του ποντικού για τα 
αλληλόμορφα αγρίου τύπου με κωδικό καταχώρησης XM_006527335.3  προήλθε 
από τη βάση δεδομένων NCBI. Από τα δεδομένα που υπάρχουν διαθέσιμα στο NCBI 
μελετήθηκε η γενωμική οργάνωση των εξωνίων και ιντρονίων του αλληλομόρφου 
αγρίου τύπου, καθώς υπάρχουν διαθέσιμες οι αλληλουχίες των διάφορων 
μεταγράφων που προκύπτουν από εναλλακτική συναρμογή. Φαίνεται ότι υπάρχουν 
τρία mRNA του γονιδίου που προκύπτουν από εναλλακτική συναρμογή. Mελετήθηκε 
η αλληλουχία του κύριου μεταγράφου, στο οποίο αναγράφονται οι βάσεις που 
αντιστοιχούν στην αλληλουχία των εξωνίων του γονιδίου, αφού σκοπός ήταν η 
εύρεση των εξωνίων στην αλληλουχία του αλληλομόρφου knockout. Ταυτόχρονα 
βρέθηκε και η αλληλουχία του knockout  αλληλόμορφου με κωδικό καταχώρησης 
1N957884.1 
(https://www.mousephenotype.org/data/search/allele2?kw=%22FRA10Ac1%22#order
). Στη συνέχεια,  με τον αλγόριθμο BLAST συγκρίθηκαν οι αλληλουχίες των 
εξωνίων. Το κύριο μετάγραφο περιλάμβανει 14 εξώνια, δέκα απ’ τα οποία υπάρχουν 
και στην αλληλουχία 1N957884.1.  Το γεγονός ότι τα τελευταία τέσσερα εξώνια δεν 





συμβαίνει επειδή το τελευταίο τμήμα της αλληλουχίας του γονιδίου από το NCBI έχει 
παραληφθεί από την αλλλουχία του EUCOMM. 
 
Πίνακας 3: Σύγκριση των αλληλουχιών των εξωνίων και εύρεση δέκα από αυτών στην 





αγρίου τύπου από 
NCBI απ’ όπου 
προέρχεται το 









1 1-88 6880- 6967 
2 2605-2681 9483- 9559 
3 4791- 4886 11670- 11765 
4 5015- 5060 11894- 11939 
5 8611- 8687 22581- 22657 
6 10061- 10144 24053- 24136 
7 11073- 11157 25065- 25149 
8 17210- 17255 31202- 31247 
9 19709- 19822 33701- 33814 
10 22929- 22971 36921- 36963 
11 24840- 24958 - 
12 28783- 28821 - 
13 34611- 34689 - 
14 35718- 36041 - 
 
2.4.2 BLAST για τη σύγκριση του αλληλομόρφου αγρίου τύπου με τις 
αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για τις PCR 
       Η σύγκριση της αλληλουχίας του αλληλομόρφου αγρίου τύπου του 
NCBI, με κωδικό καταχώρησης XM_006527335.3 και της αλληλουχίας του 
αλληλομόρφου knockout του EUCOMM με κωδικό καταχώρησης 1N957884.1, με 
τις αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για τις PCR αποσκοπούσε 
στην εύρεση τόσο των αλληλουχιών με τις οποίες υβριδοποιούνται οι εκκινητές όσο 
και του μεγέθους των προϊόντων που ενισχύονται από αυτούς. Από τη σύγκριση που 
έγινε με BLAST προέκυψαν τα εξής αποτελέσματα: 
Πίνακας 4: Σύγκριση αλληλουχίας εκκινητών με τις αλληλουχίες XM_006527335.3  
και 1N957884.1 έτσι ώστε να να βρεθούν οι αλληλουχίες που υβριδοποιούνται οι 
εκκινητές. 













F1’ 8142- 8169 15021- 15048 
R1’ 9005- 9028 - 
LAR3 - 15231- 15254 
 
Συνεπώς, από την παραπάνω σύγκριση μπορεί να διεξαχθεί το συμπέρασμα ότι στην 
περίπτωση του ζεύγους εκκινητών F1’- R1’ που ενισχύουν το αλληλόμορφο αγρίου 
τύπου, ενισχύεται μία αλληλουχία 886 bp. Απ’ την άλλη, στην περίπτωση του 
ζεύγους F1’- LAR3 που ενισχύεται το αλληλόμορφο knockout, η αλληλουχία που 

































3.1 Δείγματα ποντικών 
 
         Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε γονοτύπηση δειγμάτων ποντικών. Τα 
δείγματα περιείχαν ιστό ποντικού. Σκοπός της γονοτύπησης ήταν να διαπιστωθεί εάν 
είναι αγρίου τύπου, δηλαδή ομόζυγοι για το φυσιολογικό αλληλόμορφο ή εάν είναι 
ετερόζυγοι, δηλαδή εάν περιλαμβάνουν ένα φυσιολογικό αλληλόμορφο και ένα 
αλληλόμορφο knockout. Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν  προήλθαν από το 
εργαστήριο του Δρ. Απόστολου Κλινάκη στο Ίδρυμα Ερευνών Ακαδημίας Αθηνών 
όπου και πραγματοποιούνται όλες οι διασταυρώσεις των ζώων και ήταν τεμάχια 
ουράς (1mm). Οι κωδικοί των δειγμάτων συνοψίζονται στον Πίνακα 5. Σε κάθε 
σύνολο δειγμάτων ακολουθήθηκαν τα εξής στάδια επεξεργασίας: 
1.Απομόνωση του DNA από τον εκάστοτε ιστό ποντικού 
2.Ηλεκτροφόρηση για τον έλεγχο της ποιότητας και της ποσότητας του                  
DNA 
 3. Πραγματοποίηση αντίδρασης PCR  
 4. Ηλεκτροφόρηση για τον έλεγχο των αποτελεσμάτων της PCR 
 
3.2  Απομόνωση DNA από ιστό ποντικού 
 
           Αρχικά, έγινε απομόνωση DNA από τα δείγματα, σύμφωνα με το πρωτόκολλο 
που περιγράφηκε στην ενότητα Υλικά-Μέθοδοι. Έπειτα, πραγματοποιήθηκε 
ηλεκτροφόρηση προκειμένου να ελεγθεί η ποιότητα και η ποσότητα του DNA που 
απομονώθηκε. Στην Εικόνα 3.1, φαίνεται ενδεικτικά το αποτέλεσμα 
ηλεκτροφορήσεων ολικού DNA που απομονώθηκε. Η συγκεκριμένη ηλεκτροφόρηση 
αφορά τα δείγματα 1 και 2 από το δεύτερο σύνολο δειγμάτων καθώς επίσης και τα έξι 
δείγματα του τρίτου συνόλου. Σύμφωνα λοιπόν με την Εικόνα 3.1, η ηλεκτροφόρηση 
των δειγμάτων 1 και 2 έδωσε ζώνες και για τα δύο δείγματα. Για το τρίτο σύνολο 
δειγμάτων φαίνεται τόσο έντονος φθορισμός γύρω από τη θέση ηλεκτροφορήσεως 
που σημαίνει ότι πρόκειται για γονιδιωματικό DNA, όσο και ζώνες για ορισμένα από 
τα δείγματα που δηλώνουν την ύπαρξη μιτοχονδριακού DNA. Κάποια από τα 
δείγματα -1d’ και 3-, όμως, δεν παρουσιάζουν το ίδιο έντονη ζώνη, γεγονός που 
σημαίνει ότι περιέχουν μικρότερη ποσότητα DNA. Σε γενικές γραμμές τα παραπάνω 
αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι υπάρχει τόσο επαρκής ποσότητα όσο και  καλή 
ποιότητα DNA στα δείγματα αυτά, εφόσον υπάρχουν ζώνες κι επιπλέον δεν 
υπάρχουν ενδείξεις αποικοδόμησης. Μία αδρή εκτίμηση για την ποσότητα του DNA 
των δειγμάτων είναι ότι είναι περισσότερη από 100 ng, εφόσον 30-50 ng είναι η 
ελάχιστη ποσότητα που μπορεί να υπάρχει έτσι ώστε να εμφανιστεί ζώνη. Από τα 30-
50 μl που υπήρχαν διαθέσιμα από κάθε δείγμα μετά την απομόνωση 





έμειναν 25-45 μl δείγματος. Επομένως, αυτή η ποσότητα είναι αρκετή για την 
πραγματοποίηση πέντε έως εννέα PCR στο στάδιο που ακολουθεί, εφόσον 
χρησιμοποιούνται περίπου 100ng/ PCR (που αντιστοιχούν περίπου σε 5 μl). 
Πίνακας 5: Κωδικοί των δειγμάτων στα οποία πραγματοποιήθηκε γονοτύπηση. 
Σύνολο δειγμάτων Κωδικός δείγματος 
Πρώτο σύνολο δειγμάτων 
(6.04.2017) 
ΝΜ1 Θ1 (1.1) 
 ΝΜ1 Θ2 (1.2) 
 ΝΜ1 Θ3 (1.3) 
 ΝΜ2 Α1 (2.1) 
 ΝΜ2 Α2 (2.2) 
 ΝΜ2 Α3 (2.3) 
 ΝΜ3 Θ1 (3.1) 
 ΝΜ3 Θ2 (3.2) 
 ΝΜ3 Θ3 (3.3) 
 ΝΜ3 Θ4 (3.4) 
 ΝΜ3 Θ5 (3.5) 
 ΝΜ3 Θ6 (3.6) 
 ΝΜ3 Θ7 (3.7) 
 ΝΜ3 Θ8 (3.8) 
 ΝΜ3 Θ9 (3.9) 
 ΝΜ4 Θ1 (4.1) 
 ΝΜ4 Α2 (4.2) 
 ΝΜ4 Α3 (4.3) 
 ΝΜ4 Α4 (4.4) 
 ΝΜ4 Α5 (4.5) 
 ΝΜ4 Α6 (4.6) 
 ΝΜ4 Α7 (4.7) 
 ΝΜ4 Α8 (4.8) 
 ΝΜ4 Α9 (4.9) 




















Εικόνα 3.1: Ενδεικτικά αποτελέσματα ηλεκτροφόρησης μετά από απομόνωση DNA 
από το δεύτερο και τρίτο συνόλο δειγμάτων. 
 
3.3  Γονοτύπηση δειγμάτων 
 
Σε όλα τα δείγματα πραγματοποιήθηκε PCR για την ενίσχυση του υπό 
εξέταση τμήματος DNA, τόσο στο αλληλομορφο αγρίου τύπου όσο και στο 
άλληλόμορφο knockout του γονιδίου Fra10ac1. Σε όλα τα δείγματα 
χρησιμοποιήθηκαν δύο ζεύγη εκκινητών: α) οι εκκινητές F1’- R1’ οι οποίοι  
αναγνωρίζουν το αλληλόμορφο αγρίου τύπου του γονιδίου Fra10ac1 και β) οι 
εκκινητές F1’-LAR3’ οι οποίοι αναγνωρίζουν το αλληλόμορφο knockout. Επίσης, σε 
κάθε PCR χρησιμοποιούνταν δύο αρνητικοί μάρτυρες, ένας για κάθε ζεύγος 
εκκινητών. Όλα τα δείγματα είναι από διασταύρωση ποντικών αγρίου τύπου με 
ετερόζυγους, οπότε οφείλουν να δώσουν προϊόν και με τα δύο ζεύγη εκκινητών αν 
είναι ετερόζυγα ή μόνο με το ζεύγος F1’-R1’ αν είναι αγρίου τύπου. Συνεπώς, όταν 
υπάρχει προϊόν για το αλληλόμορφο knockout δεν υπάρχει αμφιβολία ότι το δείγμα 
είναι ετερόζυγο. Αυτό συμβαίνει γιατί ακόμα δεν έχουν πραγματοποιηθεί 
διασταυρώσεις μεταξύ ετεροζυγωτών έτσι ώστε να υπάρχει το ενδεχόμενο να 
υπάρχουν και ομόζυγοι ποντικοί για το αλληλόμορφο knockout. Ο λόγος, λοιπόν, για 
τον οποίο πραγματοποιείται και η δεύτερη PCR με τους εκκινητές που αναγνωρίζουν 
το αλληλόμορφο αγρίου τύπου είναι για να ελεγχθεί ότι το συγκεκριμένο DNA που 
εξετάζεται, είναι ικανό να δώσει προϊόν. Μετά την πραγματοποίηση της PCR, 
ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης, όπου φορτώνεται σχεδόν 
ολόκληρη η ποσότητα του εκάστοτε δείγματος (περίπου 18 μl). Στο συγκεκριμένο 
πείραμα χρησιμοποιήθηκε ο Ladder με κωδικό MWD01 από την εταιρεία NIPPON 
Genetics 1kb ως μάρτυρας για την αναγνώριση του μεγέθους της ζώνης του 
αλληλομόρφου αγρίου τύπου και ο ο Ladder με κωδικό N3231S από την εταιρεία 
NEB (New England BioLabs) 100bp για το αλληλόμορφο knockout.  
3.3.1 Αποτελέσματα από την PCR του πρώτου συνόλου δειγμάτων 
















Εικόνα 3.2: Αποτελέσματα ηλεκτροφόρησης σε πήκτωμα αγαρόζης για τον έλεγχο της PCR 
που πραγματοποιήθηκε στο πρώτο σύνολο δειγμάτων A & B)με τους εκκινητές F1’-R1’ για 
το αλληλόμορφο αγρίου τύπου  και Γ & Δ) με το ζεύγος εκκινητών F1’-LAR3 που 
αναγνωρίζει το αλληλόμορφο knockout. 
      Σύμφωνα με τις παραπάνω εικόνες μπορούν να διεξαχθούν τα εξής 
συμπεράσματα: Τα δείγματα 1.1, 3.1, 3.2, 3.4, 3.7, 3.8, 4.4, 4.5, 4.6 και 4.9  είναι 
αγρίου τύπου γιατί έχουν δώσει προϊόν στην PCR με τους εκκινητές F1’-R1’, ενώ δεν 
δίνουν προϊόν στην PCR με τους εκκινητές για το αλληλόμορφο knockout. 
Από την άλλη, τα δείγματα: 1.2, 1.3, 2.1, 2.2, 3.5, 3.6, 3.9, 4.1, 4.2, 4.3,4.7 και 4.8 
είναι σίγουρα ετερόζυγα, καθώς έχουν δώσει προϊόν τόσο στην PCR με τους 
εκκινητές F1’-LAR3’ που αναγνωρίζουν το αλληλόμορφο knockout όσο και στην 





τύπου. Τέλος, τα δείγματα 2.3 και 3.3 έχουν εμφανίσει  προϊόν στο αλληλόμορφο 
knockout, αλλά δεν έχουν δώσει το αναμενόμενο προϊόν στο αγρίου τύπου που 
δίνουν τα ετερόζυγα. Όμως, επειδή όλα τα δείγματα του πρώτου συνόλου 
προέρχονται από διασταύρωση ποντικών αγρίου τύπου με ετερόζυγα, δεν υπάρχει το 
ενδεχόμενο να βρεθούν ποντικοί ομόζυγοι για το αλληλόμορφο knockout. Επομένως, 
δε χρειάζεται να γίνει επανεξέταση των δειγμάτων των ποντικών 2.3 και 3.3, εφόσον 
η εμφάνιση προϊόντος στην PCR για το αλληλόμορφο αγρίου τύπου δεν είναι 
απαραίτητη για να επιβεβαιωθεί το συμπέρασμα ότι και τα δύο αυτά δείγματα 
ανήκουν στους ετερόζυγους ποντικούς-φορείς.  
 
 3.3.2  Αποτελέσματα από την PCR του δεύτερου συνόλου δειγμάτων 
Η επόμενη  PCR αφορούσε το δεύτερο σύνολο δειγμάτων που αποτελούνταν 
από δύο δείγματα. Χρησιμοποιήθηκαν τα δύο ζεύγη εκκινητών που προαναφέρθηκαν. 
Το δείγματα που αναλύθηκαν ήταν το δείγμα 3.3 από το πρώτο σύνολο δειγμάτων 
(βλ. Εικόνα 3.2), το οποίο χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας για την PCR με 
τους εκκινητές F1’- LAR3’ και τα δείγματα 1 και 2 από το δεύτερο σύνολο 
δειγμάτων. Πιο συγκεκριμένα,  χρησιμοποιήθηκαν 4 μl DNA από το δείγμα 3.3 και 
από το δείγμα 1 και 1 μl από το δείγμα 2 γιατί πρόκειται για δείγμα με μεγαλύτερη 
συγκέντρωση DNA. Συνολικά, υπήρχαν οκτώ δείγματα καθώς χρησιμοποιήθηκαν και 
δύο αρνητικοί μάρτυρες, ένας για κάθε ζεύγος εκκινητών. Όλα τα υπόλοιπα 
πραγματοποιήθηκαν όπως ακριβώς περιγράφεται στο πρωτόκολλο της PCR στην 
ενότητα Υλικά και Μέθοδοι. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την PCR 
παρουσιάζονται στην Εικόνα 3.3 στην οποία φαίνεται η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 
αγαρόζης 2% που ακολούθησε. Ο λόγος για τον οποίο δε χρησιμοποιείται κάποιος 
ladder ως μάρτυρας για το μέγεθος του προϊόντος είναι ότι πλέον χρησιμοποιείται ως 
θετικός μάρτυρας κάποιο απ’ τα προηγούμενα δείγματα για το οποίο υπάρχουν 




Εικόνα 3.3: Ηλεκτροφόρηση μετά από PCR του δεύτερου συνόλου δειγμάτων 
       Στην ηλεκτροφόρηση το δείγμα 3.3 το οποίο χρησιμοποιήθηκε ως θετικός 





knockout όπως ήταν αναμενόμενο, γεγονός που σημαίνει ότι η PCR 
πραγματοποιήθηκε σωστά. Επίσης, τα θετικά αποτελέσματα επιβεβαιώνονται και από 
το γεγονός ότι οι αρνητικοί μάρτυρες δεν εμφάνισαν παραπροϊόντα. Το δείγμα 2 δεν 
εμφάνισε προϊόν για την PCR με τους εκκινητές F1’-LAR3’ για το αλληλόμορφο 
knockout, που πραγματοποιήθηκε σίγουρα σωστά, ενώ εμφάνισε προϊόν στην PCR με 
τους εκκινητές F1’-R1’, συνεπώς είναι σίγουρα αγρίου τύπου. Το ίδιο συμβαίνει και 
με το δείγμα 1. Το μόνο πρόβλημα μ’ αυτήν την PCR είναι ότι το προϊόν του 
δείγματος 1 δεν εμφάνισε αρκετά έντονο προϊόν. Συνεπώς, πραγματοποιήθηκε 
επαναληπτική PCR στην οποία αυτή τη φορά χρησιμοποιήθηκε το δείγμα 1.3  ως 
θετικός μάρτυρας (βλ. Εικόνα 3.2), το οποίο όχι μόνο ήταν θετικό ως προς το ζεύγος 
εκκινητών για το αλληλόμορφο knockout, αλλά είχε εμφανίσει και την απαραίτητη 
ζώνη αγρίου τύπου σε προηγούμενη PCR (βλ. Εικόνα 3.2), επομένως μπορούσε να 
ελεγθεί πιο αξιόπιστα και αυτή η αντίδραση. Αυτή η επαλήθευση ήταν απαραίτητη 
εξαιτίας τόσο του γεγονότος ότι το δείγμα 1 στην ηλεκτροφόρηση της προηγούμενης 
PCR έδωσε ένα προϊόν που δεν ήταν ικανοποιητικά έντονο όσο κι επειδή ο θετικός 
μάρτυρας 3.3 που χρησιμοποιήθηκε στην προηγούμενη PCR δεν εμφάνισε προϊόν ως 
αγρίου τύπου. Έτσι, λοιπόν, στη συγκεκριμένη PCR χρησιμοποιήθηκε η ίδια 
ποσότητα DNA (4 μl) τόσο για το δείγμα 1.3 όσο και για το δείγμα 1 με βάση 
προηγούμενες PCR που ήταν επιτυχείς. Συνολικά, υπήρχαν 6 δείγματα καθώς 
χρησιμοποιήθηκαν και δύο αρνητικοί μάρτυρες, ένας για κάθε ζεύγος εκκινητών. 
Έπειτα, με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 2% προέκυψαν τα εξής 





Εικόνα 3.4: Αποτελέσματα ηλεκτροφόρησης μετά από την επαναληπτική PCR 
 
       Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της ηλεκτροφόρησης φαίνεται ότι το δείγμα 1.3, 
που χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας, έδωσε προϊόν τόσο στην PCR με τους 
εκκινητές που ανγνωρίζουν το αλληλόμορφο αγρίου τύπου, όσο και στην PCR για το 
αλληλόμορφο knockout, γεγονός που σημαίνει ότι και οι δύο PCR 
πραγματοποιήθηκαν σωστά. Το δείγμα 1 από την άλλη που ήταν και το ζητούμενο 





τύπου, συνεπώς μπορεί να διεξαχθεί πλέον με βεβαιότητα το συμπέρασμα πως 
πρόκειται για  δείγμα αγρίου τύπου.  
3.3.3 Αποτελέσματα από την PCR του τρίτου συνόλου δειγμάτων 
 Η επόμενη  PCR αφορούσε το τρίτο και τελευταίο σύνολο δειγμάτων που 
αποτελούνταν από έξι δείγματα. Τα δείγματα που αναλύθηκαν ήταν το 1.3 από το 
πρώτο σύνολο δειγμάτων, το οποίο χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας και ως 
ladder και τα δείγματα 1d, 2d, 1d’, 2d’, 3 και 4 από το τρίτο σύνολο. Στη συνέχεια, 
έγινε αραίωση 1:10 των έξι αυτών δειγμάτων, επειδή η εικόνα (Εικόνα 3.1) από την 
ηλεκτροφόρηση απομόνωσης αυτών των δειγμάτων έδειξε ότι είναι αρκετά πυκνά. 
Από τα αραιωμένα δείγματα χρησιμοποιήθηκαν 2 μl, ενώ από το θετικό μάρτυρα 
(1.3) 4 μl, όπως και πριν (βλ. Εικόνα 3.2). Συνολικά υπήρχαν 16 δείγματα καθώς 
χρησιμοποιήθηκαν και δύο αρνητικοί μάρτυρες, ένας για κάθε ζεύγος εκκινητών. Όλα 
τα υπόλοιπα πραγματοποιήθηκαν όπως ακριβώς περιγράφεται στο πρωτόκολλο της 
PCR στην ενότητα Υλικά και Μέθοδοι. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την 
PCR παρουσιάζονται στην Εικόνα 3.5 όπου φαίνεται η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 









Εικόνα 3.5: Αποτελέσματα ηλεκτροφόρησης μετά από PCR του τρίτου συνόλου 
δειγμάτων Α) με το ζεύγος εκκινητών F1’-LAR3 που αφορά το αλληλόμορφο knockout 
και  B) με τους εκκινητές F1’-R1’ για το αλληλόμορφο αγρίου τύπου. 
  
        Στην ηλεκτροφόρηση το δείγμα 1.3 το οποίο χρησιμοποιήθηκε ως θετικός 
μάρτυρας εμφάνισε προϊόν ως προς το ζεύγος εκκινητών για το αλληλόμορφο 
knockout όπως ήταν αναμενόμενο, γεγονός που σημαίνει ότι η PCR 
πραγματοποιήθηκε σωστά. Επίσης, οι αρνητικοί μάρτυρες δεν εμφάνισαν προϊόντα. 
Τα δείγματα 3 και 4 εμφάνισαν προϊόν τόσο στην PCR με τους εκκινητές F1’-LAR3 
όσο και με τους F1’-R1’ και συνεπώς διεξάγεται το συμπέρασμα ότι πρόκειται για 
ετερόζυγα δείγματα. Από την άλλη, τα υπόλοιπα δείγματα, δηλαδή τα 1d, 2d, 1d’και 
2d’ φαίνεται να δίνουν προϊόν μόνο για την  PCR με τους εκκινητές F1’-R1’ που 
αναγνωρίζουν το αλληλόμορφο αγρίου τύπου, άρα πρόκειται για δείγματα αγρίου 
τύπου. Πρέπει να σημειωθεί ότι μπορεί να φαίνεται οπτικά ότι τα δείγματα 1d και 2d 
δίνουν προϊόν και για την PCR με τους εκκινητές F1’-LAR3, αλλά αν παρατηρήσει 
κανείς πιο προσεκτικά θα διαπιστώσει πως αυτό το προϊόν είναι διαφορετικού 
μεγέθους από το αναμενόμενο και συνεπώς δεν αναιρεί το συμπέρασμα που έχει 
διεξαχθή προηγουμένως. Συμπερασματικά, από τα 32 δείγματα που εξετάστηκαν 











































Η παρούσα μελέτη επικεντρώθηκε στη γονοτύπηση ποντικών knockout με 
σκοπό τη μελέτη του ρόλου του γονιδίου Fra10ac1 του ποντικού, μία έρευνα που 
εντάσσεται στο γενικότερο πλαίσιο αποσαφήνισης του ρόλου του γονιδίου 
FRA10AC1 στον άνθρωπο καθώς επίσης και της αντίστοιχης πρωτεΐνης. Το γονίδιο 
FRA10AC1 χαρτογραφείται στην εύθραυστη χρωμοσωμική θέση FRA10Α στη 
χρωμοσωμική περιοχή 10q23.3, η οποία ίσως συσχετίζεται με φαινότυπο ήπιας 
νοητικής υστέρησης. Κατά τη διάρκεια, όμως, της μελέτης των φορέων για την 
FRA10A εντοπίστηκαν και φορείς, δηλαδή άτομα ετερόζυγα ως προς την FRA10A, τα 
οποία δεν εμφάνιζαν κανένα από τα κλινικά συμπτώματα και ήταν υγιή. Το γεγονός 
αυτό οδήγησε στο συμπέρασμα ότι ο παθολογικός φαινότυπος που σχετίζεται με τη 
FRA10A ίσως παρουσιάζει μειωμένη διεισδυτικότητα. Αυτό πρακτικά σημαίνει πως 
άτομα-φορείς που έχουν τον ίδιο γονότυπο και θα έπρεπε να εμφανίζουν τον 
παθολογικό φαινότυπο, δεν πάσχουν ή εναλλακτικά ότι δεν συσχετίζεται με νοητική 
υστέρηση. Με σκοπό τη συσχέτιση γονοτύπου-φαινοτύπου δημιουργήθηκε ένα ζωικό 
μοντέλο ενός ποντικού knockout με απαλοιφή του ορθόλογου γονιδίου Fra10ac1. Με 
σκοπό τη μελέτη του φαινοτυπικού αποτελέσματος πραγματοποιήθηκαν αρκετές 
διασταυρώσεις και ακόλουθη γονοτύπηση μέσω PCR και ηλεκτροφόρηση σε 
πήκτωμα αγαρόζης. 
 Οι τροποποιημένοι γενετικά ποντικοί προήλθαν από διασταυρώσεις. Οι 
διασταυρώσεις είναι απαραίτητες προκειμένου να δημιουργηθεί επαρκής αριθμός 
ποντικών knockout, καθώς απαιτούνται τουλάχιστον 20 έως 30 ποντικοί έτσι ώστε να 
διενεργηθούν μελέτες συμπεριφοράς και άλλες δοκιμασίες. Όμως, όλες αυτές οι 
διασταυρώσεις δεν ήταν δυνατό να πραγματοποιηθούν στο χρονικό πλαίσιο της 
παρούσας εργασίας, εφόσον παρουσιάζουν ορισμένους χρονικούς περιορισμούς. Πιο 
συγκεκριμένα, η κύηση ενός ποντικού διαρκεί περίπου 20 μέρες, ενώ για να μπορεί 
να γίνει περαιτέρω χειρισμός των νεογνών θα πρέπει να περάσουν σίγουρα άλλες 20 
μέρες, γεγονός που καθιστά τη διαδικασία αυτή χρονοβόρα. Επιπλέον, απαιτούνται 
τουλάχιστον δύο επιπλέον μήνες για να φτάσουν τα ποντίκια σε κατάλληλη ηλικία 
ώστε να κυοφορήσουν. Είναι σημαντικό να υπάρχει αρκετός αριθμός δειγμάτων έτσι 
ώστε να υπάρχει μέτρο σύγκρισης μεταξύ τους κι έτσι να είναι πιο αξιόπιστα τα 
αποτελέσματα των μελετών. Ο συγκεκριμένος ποντικός knockout για το γονίδιο 
Fra10ac1 δημιουργήθηκε για πρώτη φορά στο πλαίσιο της υποδομής Infrafrontier 
GR στο Ίδρυμα Βιοϊατρικών Επιστημονικών Ερευνών Αλέξανδρος Φλέμινγκ 
(επικεφαλής-Δρ. Δ. Κοντογιάννης). Η γονοτύπηση πραγματοποιήθηκε με τη χρήση 
δύο ζευγών εκκινητών κατά τη διάρκεια της PCR, ένα το οποίο αναγνώριζε το 
αλληλόμορφο αγρίου τύπου του γονιδίου Fra10ac1 του ποντικού και ένα άλλο το 
οποίο αναγνώριζε το αλληλόμορφο knockout. Η εμφάνιση των αποτελεσμάτων της 
PCR με ηλεκτροφόρηση αποσκοπούσε στην αναγνώριση του γονοτύπου του 





είναι να διενεργηθούν οι κατάλληλες δοκιμασίες συμπεριφοράς στους ποντικούς. Ο 
λόγος που υφίστανται αυτές οι δοκιμασίες είναι για να ελεγχθούν οι διαγονιδιακοί 
ποντικοί τόσο μεταξύ τους όσο και με ποντικούς αγρίου τύπου που χρησιμοποιούνται 
ως μάρτυρες για να διαπιστωθεί εάν οι ποντικοί με το αλληλόμορφο knockout 
μειονεκτούν ως προς τη μνήμη και τη μάθηση, καθώς επίσης κι αν έχουν πλέον 
μειωμένα αντανακλαστικά ανάλογα με τον εάν αποκρίνονται στις συνθήκες της 
εκάστοτε δοκιμασίας. Με λίγα λόγια, χρησιμοποιούνται για να καθοριστούν οι 
επιπτώσεις του γονοτύπου στις αποκρίσεις συμπεριφοράς. Τόσο οι ενήλικοι ποντικοί 
όσο και οι ποντικοί ελέγχου (η ηλικία τους μπορεί να ποικίλει από 3-18 μηνών) 
χρησιμοποιούνται σε όλες τις δοκιμές συμπεριφοράς. Όλες οι δοκιμές συμπεριφοράς 
διεξάγονται σε ένα ειδικά σχεδιασμένο δωμάτιο, καλά ηχομονωμένο, το οποίο 
βρίσκεται στη μονάδα των ζώων, κοντά στις ζωικές αποικίες. Η αρένα για τις δοκιμές 
συμπεριφοράς προστατεύεται από μια μαύρη κουρτίνα, για να εξασφαλιστεί η 
εξάλειψη οποιονδήποτε πιθανών οπτικών ενδείξεων ή παρεμβολών (Y.-P. Tang et al., 
2001).  
Υπάρχουν διάφορες δοκιμασίες που μπορούν να εφαρμοστούν στους 
ποντικούς για να ελεγχθεί η συμπεριφορά τους, οι οποίες μπορούν να διακριθούν 
ανάλογα με τα επίπεδα στρες που προκαλούν. Από τη μία υπάρχουν οι δοκιμασίες 
που προκαλούν σχετικά χαμηλά επίπεδα άγχους όπως α) ο λαβύρινθος elevated- plus 
maze και β) η μεταβίβαση σε συνθήκες φωτός/ σκότους. Από την άλλη, υπάρχουν 
δοκιμασίες που επάγουν αυξημένα επίπεδα στρες στους ποντικούς και είναι οι 
ακόλουθες: α) forced to swim test (FTS), β) tail suspension και γ) learned 
helplessness. Συνήθως, η εφαρμογή των δοκιμασιών με μειωμένο στρες προηγείται 
αυτών που προκαλούν αυξημένα επίπεδα στρες στους ποντικούς (Bailey et al., 2007). 
Ακόμη, υπάρχουν και άλλες δοκιμασίες συμπεριφοράς που εφαρμόζονται ευρέως 
στους ποντικούς, όπως: α) η αναγνώριση ενός καινούργιου αντικειμένου (novel- 
object-recognition task), β) η επαγωγή του αισθήματος του φόβου (fear conditioning), 
γ) η δοκιμασία του Morris water maze και δ) του T- maze και τέλος ε) η δοκιμασία 
open field test. Οι διάφοροι μέθοδοι δοκιμασίας μπορούν να κατηγοριοποιηθούν 
ανάλογα με το σκοπό διεξαγωγής τους. Ειδικότερα, για τη μέτρηση της μνήμης 
οπτικής αναγνώρισης χρησιμοποιούνται μέθοδοι όπως α) novel-object recognition 
task (Reed, J. M. Et al., 1997, Myhrer, T., 1988, Mumby, D. G. et al., 1996), για τη 
μέτρηση της μνήμης των συναισθημάτων των ποντικών εφαρμόζονται μέθοδοι όπως: 
α) fear conditioning, β) extinction trial, γ) tail suspension, δ) forced to swim test 
(FTS) και ε) learned helplessness. Ακόμη, υπάρχουν δοκιμασίες για τον έλεγχο της 
μάθησης του χώρου από του ποντικούς, που περιλαμβάνουν κυρίως δοκιμασίες με 
λαβύρινθους, όπως: α) ο λαβύρινθος elevated-plus maze, β) Morris water maze 
(Tsien, J. Z., et al., 1996, Morris, R. G. et al., 1992), γ) T- maze και δ) η δοκιμασία 
του open field test.  
Αρχικά, όσον αφορά το novel-object recognition task (Tang et al., 1999; 
Rampon et al., 2000) πρόκειται για μία δοκιμασία όπου οι ποντικοί τοποθετούνται ο 
καθένας ξεχωριστά σε ένα ανοιχτό πλαίσιο, όπου υπάρχουν δύο νέα αντικείμενα. Ο 





οποιοδήποτε από τα δύο αντικείμενα κατά τη διάρκεια του συνολικού χρόνου που 
δαπανάται για την εξερεύνηση και των δύο αντικειμένων χρησιμοποιούνται ως 
δείκτες για τη μέτρηση της μνήμης αναγνώρισης.  
Για τη διεξαγωγή του fear condiotioning test (Tang et al., 1999; Tang et al., 
2001) χρησιμοποιείται ένας θάλαμος σοκ και ανιχνευτές δραστηριότητας. Το 
ελεγχόμενο ερέθισμα(CS) που χρησιμοποιείται είναι συνήθως ένας ήχος 85dB στα 
2.800 Hz και το μη ελεγχόμενο ερέθισμα (US) είναι ένας συνεχές  ηλεκτροσόκ 
ποδιών στα 0,75 mA και οι αντιδράσεις ακινητοποίησης καταγράφονται. Επίσης, 
στην ίδια λογική κινείται και το παράδειγμα του φόβου-εξαφάνισης (fear extinction 
trial) (Falls, W. A. et al., 1992). Εάν τα ζώα εκτίθενται επανειλημμένα στο 
ελεγχόμενο ερέθισμα (τόνος) χωρίς το μη ελεγχόμενο ερέθισμα (σοκ), το ελεγχόμενο 
ερέθισμα θα χάσει την ικανότητά του να παράγει αποκρίσεις στο φόβο. Αυτή η 
μείωση του ελεγχόμενου φόβου είναι γνωστή ως εξαφάνιση του φόβου (fear 
extinction). Μία μέθοδος που ακολουθεί την ίδια λογική είναι αυτή της ανιχνευμένης 
αδυναμίας (learned helplessness) (Caldarone et al., 2003, Duman et al., 2007) κατά 
την οποία σε ειδικά κατασκευασμένα κουτιά διενεργούνται προπονήσεις ηλεκτροσόκ 
και καταγράφεται η τάση των ποντικών να διαφύγουν από το κουτί και ο αριθμός των 
αποτυχημένων προσπαθειών διαφυγής. 
Όσον αφορά τη δοκιμασία του Morris water- maze (Morris et al. 1982; Steiner 
et al. 2001; Holmes et al., in press) περιλαμβάνει μια συσκευή λαβύρινθου που είναι 
μια κυκλική δεξαμενή που αποτελείται από νερό και ο χρόνος που δαπανάται σε κάθε 
τεταρτημόριο καταγράφεται, έτσι ώστε να προσδιοριστεί η επίδραση του γονοτύπου 
στη χωρική προτίμηση. 
Δύο άλλοι τύποι λαβύρινθου που, όμως, δεν περιέχουν το υγρό στοιχείο είναι 
ο T- maze και ο elevated plus maze. Η μέθοδος του elevated plus-maze  (Lister, 1987) 
περιλαμβάνει την τοποθέτηση των ποντικών στο κέντρο του λαβύρινθου με 
προσανατολισμό να αντικρίζουν έναν ανοιχτό βραχίονα. Στη συνέχεια, αφήνονται να 
εξερευνήσουν το λαβύρινθο και βαθμολογούνται για τις επιδόσεις τους. Ο T- maze 
(Reisel et al., 2002) αποτελεί μία δοκιμασία χωρικής αναγνώρισης και μνήμης που 
είναι παρόμοια με την προηγούμενη δοκιμασία που περιγράφηκε. Αυτό που 
καταγράφεται είναι η ακρίβεια της απόκρισης των ποντικών. Κατά τη δοκιμή 
αναγκαστικής κολύμβησης (forced to swim- FTS) (Caldaroneet et al., 2003; Duman 
κ.ά., 2007) τα ποντίκια τοποθετούνται σε ένα γυάλινο κύλινδρο γεμάτο με νερό και 
αυτό που βαθμολογείται είναι ο χρόνος που το ποντίκι παραμένει ακίνητο. Από την 
άλλη, η διαδικασία αναστολής της ουράς (tail suspension) (Steru et al., 1985) 
περιλαμβάνει την αιώρηση των ποντικών  με κολλητική ταινία που τοποθετείται στην 
άκρη της ουράς και ο χρόνος ακινησίας καταγράφεται. 
Έπειτα, υπάρχει η δοκιμασία του ανοιχτού πεδίου (open field test) κατά την 
οποία τα ζώα τοποθετούνται στο κέντρο ενός κουτιού και καταγράφονται τόσο η 
απόσταση που διανύεται όσο και το ποσοστό του χρόνου που δαπανάται στις 
κεντρικές και στις περιφερειακές ζώνες του πεδίου. Τέλος, υπάρχει και η δοκιμή 
εξερεύνησης υπό συνθήκες φωτός/ σκότους (Crawley 1981, Mathis et al., 1995, 





των ποντικών μεταξύ φωτός/ σκότους και ο συνολικός χρόνος που περνάει στο 
σκοτεινό διαμέρισμα  κάθε ποντικός.  
Η διεξαγωγή κάποιων από τις δοκιμασίες που περιγράφηκαν παραπάνω έχει 
ως στόχο τον έλεγχο της συμπεριφοράς των ποντικών knockout, είτε των ετερόζυγων 
είτε των ομόζυγων. Στον άνθρωπο υφίσταται μόνο η κατάσταση ετεροζυγωτίας, 
δηλαδή έχουν βρεθεί μόνο άτομα φορείς που προκύπτουν μετά από αποσιώπηση του 
ενός αλληλομόρφου του γονιδίου FRA10AC1. Μέχρι στιγμής δεν έχουν αναφερθεί 
ομοζυγώτες για την FRA10A, στους οποίους και τα δύο αλληλόμορφα του γονιδίου 
να έχουν υποστεί σίγηση. Γι’ αυτό το λόγο, ήταν απαραίτητη η δημιουργία 
διασταυρώσεων για την κατασκευή ετερόζυγων ποντικών knockout για το γονίδιο 
Fra10ac1, έτσι ώστε να δημιουργηθεί ακριβώς το αντίστοιχο μοντέλο που θα 
προσομοιάζει την κατάσταση που υφίσταται στον άνθρωπο. Όλες οι επιπλέον 
διασταυρώσεις μετά τη δημιουργία του αρχικού knockout, πραγματοποιήθηκαν από 
το εργαστήριο του Δρ. Απόστολου Κλινάκη στο Ίδρυμα Ιατροβιολογικών Ερευνών 
Ακαδημίας Αθηνών, απ’ όπου στέλνονταν απευθείας τα δείγματα που επρόκειτο να 
εξεταστούν. Όπως προαναφέρθηκε το γεγονός ότι δεν έχουν εντοπιστεί ομοζυγώτες 
που να φέρουν την αποσιώπηση καθιστά επιτακτική τη μελέτη της τουλάχιστον 
πειραματικά. Γι’ αυτό το λόγο πρέπει να πραγματοποιηθούν οι διασταυρώσεις μεταξύ 
των ετερόζυγων ποντικών–φορέων, έτσι ώστε να δημιουργηθούν αρκετοί ποντικοί 
knockout, οι οποίοι θα αποτελέσουν το εργαλείο για να μελετηθεί το φαινοτυπικό 
αποτέλεσμα για τους ποντικούς που είναι ομόζυγοι για την αποσιώπηση του γονιδίου 
Fra10ac1, δηλαδή εάν αυτή η κατάσταση είναι ή όχι συμβατή με τη ζωή. Το 
αποτέλεσμα που θα προκύψει, στη συνέχεια, θα αντικατοπτρίζει και το φαινοτυπικό 
αποτέλεσμα που θα είχε αυτή η κατάσταση στον άνθρωπο. Ο έλεγχος της 
δημιουργίας των ποντικών knockout μπορεί να πραγματοποιηθεί, στη συνέχεια, με 
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Η γονιδιωματική αλληλουχία του ποντικού που περιέχει το αλληλόμορφο αγρίου τύπου για 
το γονίδιο FRA10Ac1 από το NCBI με κωδικό καταχώρησης XM_006527335.3 είναι η εξής:  
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     4861 caagtcgccg cagacttgct cgacaggtgt ggcgctttgg tgctatgacg gacagccttt 
     4921 gcgttaagct cttttataat ctcataacct gtgggtttca ttatgttaat aaaatatggg 
     4981 catttgaatt tacctaaact tcttttttaa acagggaaga agcaagaaat agaaggtttc 
     5041 atctcatagc tatggatgct gtatcctttt tatagtccta ttttcataac taatagaata 
     5101 ttttgcttgt tatccatgtt ttctgacttt taaaaatcaa aatcttgtca agttaagtag 
     5161 actagtttta tttttacagg ttagtagtta ttgatataga aatttacgat ttgaattttc 
     5221 aggtgtaatt ctcttttgct aatatatagg aaaaactaga ggtaaaaata atgaaataaa 
     5281 tactagttgt ggtctattaa tagactttaa agtccaggaa cttaaaaggg ttcccacctg 
     5341 ttcttgtcag gcttgctcac ttccctttac tgttctcgtc ttcttgaata tcattttaat 
     5401 tcatcccctt cctacctggc tcttgactac tttaaatttt ctgcaaaact tctgttttaa 
     5461 aattaagtgt gtctgagtgc catctctatg tgtgctgttg ctctgttcct cgggtatgac 
     5521 tgaagacttg agctgtgagt tagactgtca tgcaccgcta ctcgggatgt tagagaacag 
     5581 gagaggccag gcaagacctg agtgttcact cccaggtcag gactgaagag aggaagcacc 
     5641 acactagagt catctgatgc attttcacct cattcctttc ctttaagtta ctgtgttcta 
     5701 gatttttttt ttttaaaaat ctctcttacc tcctaatcca ttggaaactt accttagctt 
     5761 aatggtctta tctcccataa acatctatac atatgttctc ccttctctga cactctcatt 
     5821 gagggtgtta gtgcacctag cgagaataaa aatataggtg atatgtttct gtcatggtag 
     5881 agagatctca tggctgagat ggtagagaac cccagtattt ttgggaagta ggcatatgtt 
     5941 tagctatagg agtagtcacc atcttaaaag ttagtgattt tgctaggtgt ggtacacacc 
     6001 ttcaatccca gcattcagaa ggcagaggct ggcagatgtc tgaatttgag gccagcatgg 
     6061 tctacatagt gagctccaag ctagccaagg ctacatagtg tgaccctgtc taaaaaacaa 
     6121 aaacaaccaa ccaaccaaac ccaaaaacca aaatgttagt ggctatctta gttaaggttt 
     6181 catagtgaag ggacaacatg accaaggcaa atcttataaa aggaaaacat ttaattgggg 
     6241 ttggcttaca gttctagagg ttcagtccat tatcatcttg gtaggaatca tggcagcgtc 
     6301 cagagagcca tggtgctgga ggagctgaga gttctacatc tgtcgtctcc caccccccct 
     6361 cacccccctc cccgccaaca aggtttctct gtgtagccct ggctgtcctg gaactcactc 
     6421 tgtagaccat gctggccttg aactcagaaa tctgcctgcc tctgcctccc aaacactggg 
     6481 attaaaggcg tgcgccacca ctgcccagct aacttctaca tcttgatcct tgggaagcag 
     6541 aaggggattg atctcccaca aacaaccagg aggagaatgt cttccagact gggtccagct 
     6601 tgagcatagg agacctcaaa gcccacctac attgtgacac accttgtcca acaaggctac 
     6661 atctcctcca gcaaggcgca cctcctaata gtgccactct ctatggtcaa gcattcaaac 
     6721 catgaatata tgggggccac ccctattcag tccaccacag tagtctttta gagttgtaat 
     6781 tgtttcagtc tgtgtctgat ggtgttttta agttgctagc ctcaccacaa tgtctggggt 
     6841 agaataggca aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa gaaaggaaaa ggaaaaggaa aagggaaaga 
     6901 aaaagaaaaa gaaaaaaaag cccggggaat gaatgtagtt cagtacacgg gcagtccctg 
     6961 gtgtgccttt taaccaccga ctttcacagg cttgtatttg ttacatatga tgcccaaagt 
     7021 gggactcgtt agtttaaaga gtagggagga ggaataggtt tttgtctact ccttctcctg 
     7081 gaagccaaac tctcactgcc attcgtgttt ttgctcaagg aaaagttgtg ttaaccacag 
     7141 ccctgcctgt tgcctatgac tgcctcatgt tacagtagca gagctgagca gtaacggcag 
     7201 aaaccactag gctgcgaagc ctgtaaaatt tgtcttctag ctccttacag aaaaaaatta 
     7261 gcatttttaa cagcttgccc gtttagtggt agttggagag ttcaaaccca ggccttgagg 
     7321 tgtttgtcta cctccccact caatttcatg ttcttattaa taagtactct aattctaatt 
     7381 attaataatt agcatacact gtgattaggg gaattactat gcctataagg gtgtggtcag 
     7441 tgaggttgag acagttcacc ttgcatgtgc ttgagtatgg agagtgctgc cttggtttta 
     7501 aaagaaacac caggtgttca tatatcttgt tattgtgcat gaaaaatata catagttgtg 
     7561 tagattctct gaatattaaa aagaaaagaa aaatcttact gtggtttatt tatttcattt 
     7621 tcttttctat ttgagacact ctcttaccct aaggcccagg ctggccagga aatcttgttg 







     7741 tctgacttct tcggcggtgg tggcggctcc tcctcctctt cctccttctc cttcttcttc 
     7801 agatttattt atttctttca tgtatatgag tacacactat aactgtacag atatttgtaa 
     7861 gccttcatct ggttgttgag aattgaattt aggacctctg ttcactccgg tcaaccctgc 
     7921 tccctccggt gggccccact cactctggcc caaacattta tagactatgt ttgaacactg 
     7981 tggcagtctt cagacacacc agaagaggga gtcagatctc attataggtg tttgtgagcc 
     8041 accatgtgat tgctaggatt tgaactcagg acctttggaa gagcagtcag tgcttttacc 
     8101 tgctgagcca tctcaccagc ctctctctgg cttcttatgt tgtgttttat ttttgaaacc 
     8161 ttaatgttca tggcatttaa ttttataaac atatcctatt tttatatact ttattattaa 
     8221 ttattacatt gtataacagt agaagataaa ttttaatttt ttatctttaa tttagaagcc 
     8281 gcagtttatt tgtaatatta ttattagact gaataaaaga ataaagctgt gtgcagtcta 
     8341 gaagcagact agaaagctcc ctctttcccc tggtggttat atatttttat cccaagaata 
     8401 atgtattcat gaaaaagatt ccaaacattt taggtaatac atgcttgaaa gattttcagc 
     8461 agaaagtgaa agtctgctgt gtagttgtcg tacatgattt acacatttaa aaatgataga 
     8521 ctcataccat gctttctttt tatttaatag tatgttacag tggaacaact tctgaacagt 
     8581 tacagaagtc cttaatgttt tgcatttcag tatcaaaggc acaccaagtt tgtaaacgac 
     8641 tatattttgt actatggtgg caaaagagag gactttaagc ggttggggta agtattgtca 
     8701 agttcacatg gcacggtagg gcaagtacaa atgattttct aggccctgtt gtaactttct 
     8761 tggcgacagg agcattctca tgattgaacc aggtgtgatg ctggtaagag cagtacactt 
     8821 gagcaatgct ttgtgtcttg ttgaatgaga ccattgaaac gacgacacac ttagactata 
     8881 gtgtccagga ttgcttttgc aaaattaaag caatgtccaa aagactcccc aaatataggc 
     8941 tattgccgtt gccctggttg ctccctaggc attgaagata agtcctactg ctgaggacac 
     9001 cagacacttg acataggatt cagatgacct gagatgtctg accttaaagc ttccttccta 
     9061 agggctacct ttcctggtac aattgaaaaa gtagccagga tgggctggtg agatggctca 
     9121 gtgggtaaga gcacccgact gctcttccga aggtccagag ttcaaatccc agcaaccaca 
     9181 tggtggctta caaccatccc gtaacgatat ctgatgccct cttctggagt gtctgaatac 
     9241 agctacagtg tacttacata taataaataa ataaatcttt aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 
     9301 aaaaaaaaaa agaaaaagta gccaggaatt tgagagcaat ggagagggta tctgagaggg 
     9361 gttggaggaa gaaaagatag gatagaagtg atgtaataac atttataatc taaaaaagta 
     9421 aacatgttat ttaaaaaaaa aagcaagcag gaaacttcac ataaaaatta ttcctgtgtc 
     9481 gaggctgttg tcttgcatgg attcttctct gatttactat ctgagtaggt agggccctaa 
     9541 cgaatttaac tattatttaa tttaatagtt aaattagcta ccccatttct atcttcccct 
     9601 gtccactgag cccatactgc tcaaatgttt cttccacttc ctagctgagc atctttattt 
     9661 tcctcctgcc tttattggtc tttattagta acatgatgta aaatcgcata ttactgagag 
     9721 ctcgttactt ggatctactc tgaaacttgt tctcactcac atttcctcac tcagagtctg 
     9781 gttgagcttc tgtgtccttg ttttggcaac aaagcaccat ctgtataact gacccactgt 
     9841 agggttgagt ggatctgctt ctctatggaa ctcactcctt tcttgcaagt ttttcttaag 
     9901 taccttctga aaatattgaa tattttttat ataaaaattt ccaaattgaa gtatactttt 
     9961 atttatattt ttattcaagt tttttcaaaa ctttcagcaa tgtttagcct aaatttgact 
    10021 aattttaatt ttatattaaa ttaaaatttt tatattctag ggagaatgat aagacagatc 
    10081 tggatgttat acgagaaaat catagattcc tttggaatga ggaggatgaa gcagatatga 
    10141 cttggtaatt ttacttgatt atttatttgt tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg 
    10201 tgtggagggc agaggacaac ttgtaagagg ggttctgttc tttcaccatg agcttctcag 
    10261 ggctgaaacg caggtcatca gaattggtgg caggagcctt tactaattag agtgtcttgc 
    10321 cagtctgaga cttggtgatt ttagccaata gcgtctaatg gaacaagtgt tatagtcttg 
    10381 tcttttttat tctatatgtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg tgtaggaact cttagaggcc 
    10441 agaggagggc atcagattgt ccagatctgt aagtacagga ggttgtgagc cacccagcat 
    10501 gggtgctcag atctgaacta aggtcttttg aaaaacaaca catgctctta acaaccctga 
    10561 gccatctctc cagctccaat atgtattgtc ttaatcatca tttatcaagg tgttcagctc 
    10621 tttcatagac agtttctgaa ggatagaaac ctacatttat gactcctgat tctggtttgc 
    10681 ttccttgggt aatctttggt aatttaatta acttgtaatt gtttgaccca gtcttcaaaa 
    10741 ataattatgc tactgtttgt tgtcttataa taagcaattg tatgttcctt ataaaatgtt 
    10801 ttgaataatt tggaaaaaca aaatacatga aagtggtttt caaagtcaga catcactgag 
    10861 ggtaataagt gaagagtaat tctccatctc attctctgag agccgccatt aacaaacagg 
    10921 tcatctctag acagtcgtca catctgtcta tattaggcat ctcttagcat taatatttat 
    10981 agcatatatg tatcacctat ttgatatttc ttccaagtaa caaactgttg ttggatttct 
    11041 gaatatataa tacatacttt ttatgaattt agggagaaga gacttgcaaa gaaatactat 
    11101 gataaattat tcaaggaata ctgcatagct gatctcagta gatacaaaga aaataaggta 
    11161 tgccctagga atatttacag ctggcgctct tgttcaacta cagcatcaat ttttattaac 
    11221 taccatgacc cacattactc tttcctggca ctgatttgaa tctgttatct tgcactttga 
    11281 gtatcatttt gaccacttac cctctgtggt catggggttt aaagggtcta taggatttat 
    11341 gaaggacaag tgctttgtgt ttgtgagatc atctataaaa ggctaaaatt acacagttgg 
    11401 caactagatt ccatccgggc tgtcatcttg agcctctagt gattaaacac tttagaatga 
    11461 tgtctcattt catagatcat gctttaaatc agcagttttt tgattgattg ccatttatgg 
    11521 agtggcagat acattttttt ttctacataa atatttctat tttggtaaaa ttaactttca 
    11581 gtcaatgcta attagtagtg gcagattccc atttccacat tacatcttta gttaatatta 
    11641 aagcaatttt tattcctagc tcaacttcca ttggaactag agaaggtaat ccaagaatgg 
    11701 atgatcttca gttggaaatg ttaaaaggac tgagtggcta tttgtattct actaagaaaa 











    11821 ttttgatttc tttagtttgt gagttgtttt ctagttctgt acagacagta gcaataatta 
    11881 ccttgcatat tcctgataca aatctatgtg gttggggtag accaaagact tctcagttcc 
    11941 ttacaaacta gttgtgaatg ctattgcata gcacttgtct gtaccagcga attaccatag 
    12001 taactagtct ggagtcagca caaccacctg gatggagttg cttgtaatta ctagacagta 
    12061 agccaagtct gaaatacctt tctaggccca tgtggcaaag tagattgcca gccatggatt 
    12121 tttttttttt ttaatgatac actccagtat ttatcgaaat tggactgcac cctctatggc 
    12181 tgcggtctcg atgggtgtga tggtgtatac ctgtggtctc atcacttgag gcagtagcag 
    12241 gattgtgaag tcatgactag ctgaggctgc agagcaagtt ttgagggaga tactgtctca 
    12301 aaaaaaatgt agtctagcta aggagaacag ataattcaca agagtgttta aagtctccat 
    12361 tttaaaaata ctactagaat tagggagctg gaaagatggc tcagtggtta ggagtgcttg 
    12421 ctgaggagtc ataaggacct gaggacgaga gtttggattt cagcacccat gtaacaaggc 
    12481 aggcaaccac acatatgtaa atacacacac acacacacac acaccctgta gtaacagcct 
    12541 ggatgtagtc agagatagga ggatctctag gacttgctag cctctatcct agctcccact 
    12601 cccagcaaaa ttgcaagcct gagggtcagg gagagaactt acttcaaaga ataggtaagg 
    12661 gtacgttaga cacctcagac actcttctgg ctctcttatg tgcatgcact cgtgtgactg 
    12721 tctttttttt ttcttccact ttttaaaatc tatttagaat attaaacatg atagaagtag 
    12781 aagaaaatct cttatgaagt tctctatgaa aggaaattgt gacaagtttc tggttagaca 
    12841 gaaactgttc catctgcaag ggagaataca cagcttaact gaatgaactg ggtagtgttc 
    12901 cttctgtttc tattttgtgg aatagtttga agagtattgg tattaggtct cctttgaagg 
    12961 tctgatagaa ttctgcgcta aactgtctgg tcctgggctt tttttggtta ggagactttt 
    13021 aaagactgct tctatttgtt tacaggttat gggactgttt aggtggttta tctgatcctg 
    13081 atttaactct ggtacttggt atctgtctag aaagttgttc atttcatcca gattttccag 
    13141 ttttattgag tttaggctct tgtagtagga tctgatgatt ttttaaatat cctgggcttc 
    13201 tgatgttata tctccctttt catttctgat tttgttaatt tgaatactgt ctctgtgccc 
    13261 tctggttagt ctgactaagg gtcaatctat cttttgattt ttctcaaaga actagctccc 
    13321 agttttgttg atctttggat agttctgttt gtttccactt ggttgatttc agccctgagt 
    13381 ttgattattt cctgccatct actcctcttg ggtgaatttg cttctttctg ttctagagca 
    13441 ttcaggtgtg ctgttaagct tctagtgtat gctctctcca gtttcttttt ggaggcactc 
    13501 aagttatgag ttttcctctt accagtcctt tcattgtgtc ccataagttt gagtattttg 
    13561 tgcctttatt ttcattaaat tctaaagtct ttaatttctt tatttcttcc ttgaccaagt 
    13621 gatcattgag cagtgcattg ttcagcttcc atgtatatgt gggctttctg ttgcttttat 
    13681 tgctattgaa gaccagcctt agccctggta tcttctgcac ctgagattct ctcttctatc 
    13741 tcttgtattc tgttggtgat gcttgcatca atgtctcctg atctctttcc taggttttct 
    13801 atctccaggg ttgtctccct ttgtgatttc tttattgttt ctatttccat ttttagatcc 
    13861 tggatgtttt tgttcaattc tttcacatgt ttggttgtgt ttttttctaa ttctataagg 
    13921 gatttttgtg ttacatcttt aagggcttct acctgtttac ctttgttctc ctgtatttct 
    13981 ttaagggagt tatttatatc ctacttaaag tcctctatca tcatcatgag atgtgatttt 
    14041 aaatcagagt cttgcttttc tgttgtgttg gggtatccag ggctcgctgt ggtgggagaa 
    14101 ctggattctg aaggtgccaa gtagccttgg tttctgttgc ttctgttctt atgcttgcct 
    14161 cttgccatct ggttatctct ggtgttagct ggtcttgctg tcgctgactg tggcttgtcc 
    14221 ctccagcaag cctaggtgtc aatactcctg ggagaccagt tctttcctgg aggaatttag 
    14281 gtatggagag ctgtggtaca gggttggctc tggggtacat tcagaaacca gaaggatcct 
    14341 gtcccggcta ctccatggtg tcctgattga tggctatggg tgggtctctc ttgggccaga 
    14401 aatttgaaca gaaatggtgg tcttacctgt aatcataggt gtgtcggcac tcctgggaga 
    14461 ccagctctct cctggcagta tttgggtatg gagcactgtg gcacaggatc agctcctggc 
    14521 acagacagaa actggaagga tcctgtccct ggctgctcct cagttcttgt gtcctgaggg 
    14581 ctccaggagg gtccctctga gcagaagtgg tgactatctt aagaagagta attttgatag 
    14641 atgttatgtt ttgttagaac atggtaactg catgtgaaaa gaagataggt gataataaga 
    14701 aacgaaacat gacttgggtt tgagtgtgga aatgagagaa caggaagttt ggaggggcta 
    14761 tgtttggaac atgtaatagc tctgtgttct agcataccat gtttgacatg ttggaaaaag 
    14821 tttagcttac atcatgcttc cagagttagg atgcgttttt ctcttagctt catttacaca 
    14881 gatagtactt tattcacttt aattaagcag gtcttaatta attagttaat cagtgcctac 
    14941 tgtacatagc agagccttaa ggcacgtcta gtgactcttc ctttgctctg tgttcctgtt 
    15001 cctttctttg aaaacttttc atgtttgagg ctgtatttga gttctattga gccactagga 
    15061 aaggagaagt gggataagaa aaaaggaaaa acactgcttt aaatgagcca aaagctattt 
    15121 ttcttttaca gaaagtccca gtagatctgt gttgcaggaa gcaggattca ggaccaagcc 
    15181 ctgagtaact gcagcctgga tcccatgaga agaactgggg ttgggaaagg atataaggag 
    15241 acagaggtta caaagtggga cagtgtagtc tcttactccc cataagatta taactttcct 
    15301 cgtgatggat agtgccctgt aaagctttat ttatttttgt tttatgtata tcaatgtttg 
    15361 cctgcacatg tatgtgtact gcatgggtgt attgtgcctg tggggaccag aagaaggtgt 
    15421 cagatgcccc cgtactggag gaatagatgg ttgtgatgca ctctatgcat attggcagtc 
    15481 aaaccctggt cttctgcagc agcactaagc gctctttaac agctgagcca tttctccagt 
    15541 cctgaaatac aagtccaata agtagttcct taaatagatg aatgaatgaa agaaaaggct 
    15601 tggaaaactc ttgctagtaa tacagttgac tttgtgcttc agtagacact gcaagacaat 
    15661 gtgggatggc atgtaatctc tagacacaga tatacactaa agcataaaat gaaagggagt 
    15721 cactttaaaa tttttacttc ctttttttga tacttattta ttctactccc ccccatagac 
    15781 atggggaatt ttatttttat ttgcatttta actagaatgt tttgacattt ttttgaattt 





    15901 attaataaga aattgaatgt tttatctgaa ttatttatat ttttcccctt taaaaaatgt 
    15961 gtatggctgt tttgcctgca tgtctatctg tgtaccacat gtgtgcagtg cctgtggagg 
    16021 aaggaagatg tcagctcctc tgagctagag ttgtaggtag ttgtgagcca ccacataggg 
    16081 gctgagactt aagcctggtc gtctgcagta gcagccagtg ctcttacata ccgagccatc 
    16141 tctccagcct tctgaattct ctcgtagtac actgagtctc agggttaaga tattgaagta 
    16201 atacccttgg ccataaccac agcccctgtt cttgttaata ctgtatacta cgcatagatg 
    16261 ttatatgcag atgttatcct gttcttgtta atctgtatac tacgcataga tgttatatgc 
    16321 agatgttatc ctgttcttgt taatctgtat actacgcata gatgttatat gcagatgtta 
    16381 tcctgttctt gttaatactg tatactatgc atagatgtta tacgcagatg ttatcctgtt 
    16441 cttgttaata ctgtatacta tgcatagatg ttatacgcag atgttatcct gttcttgtta 
    16501 atactgtata ctacgcatag atgttatatg cagatgttat cctgttcttg ttaatctgta 
    16561 tactacgcat agatgttata tacagatgtt atcctgttct tgttaatact gtatactacg 
    16621 catagatgtt atatgcagat gttatcctgt tcttgttaat actgtatact acgcatagat 
    16681 gttatatgca gatgttatcc tgttcttgtt aatactgtat actacgcata gatgttatat 
    16741 gcagatgtta tcctgttctt gttaatactg tatactacgc atagatgtta tatacagatg 
    16801 ttatcctgtt cttgttaata ctgtatacaa cgcatagatg ttatatacag atgttatcct 
    16861 gttcttgtta atactgtata ctacgcatag atgttatatg cagatgttat cctgttcttg 
    16921 ttaatactgt atactgtgca tagatgttat atgcagatgt tatcctgcct caactcctgt 
    16981 agattttagg tattttaaaa gtcattttta acagaagttg gtaattgtca ggagatatcc 
    17041 ttaagttctg taaaaagaga aaaagccatc acactgatag ttaagtttat ttttcaggct 
    17101 gaaaacgtca ccaaccttgg ctttgtgttt agatttgtac atatattaat ttaaaatttg 
    17161 aatttacatt tattttatat aaatgtactt tttttttttt tttaaccagt ttggatttag 
    17221 gtggcgaata gaaaaagaag taatttcagg aaaaggtaac tttttaaaaa tttttacttt 
    17281 ctaattgatc acagtttact ttgttatata gaattgaaat caccaggtga gaattttttc 
    17341 ttataaaaat aaagtttggg aaaaatgtat ttctgatata tatgttgtta gcaaagatca 
    17401 gaatttaatg ctttcatgac ttctttagaa tttggtcctt agaatatttg aggatatgtg 
    17461 gacaatgttt taagaattaa agatttagta acaaggaaca agtgcttgat tatcaattat 
    17521 aacaaaatat tgatagtact gcattccaac aaaaatcatt attttgaaga tgttaaatat 
    17581 cattcgtgaa cccaatagag ttgcactcca gctccaggga tcgggagccc tcttctgacc 
    17641 gctcccggca ccgcgcctga cgtgcacgga tatgagtggc aggggtgttt tctgtgactg 
    17701 ataaaggctc tgtagagggg agggaaaggg gatgaattta aagcagctct cttttgggtc 
    17761 agtgaggcgg ttggtggcta aggacaggtg ccacaccagc ctagcaactt catttcaatc 
    17821 cctcaagcta gagttaaagg agagaacaca ctcaacagaa ttgtcctctg aactctacat 
    17881 gcatgcacgc gtgtgtgctc aagcacacac acacatgccg tgcacacaca atattaaata 
    17941 tactttttgg gttttgtttt tcaagacagg gtttttccgt gtagccctgg ctgtcctgga 
    18001 gcttgctctg tgaatgaggc tgggcaggaa cttgatcctc ctacctctgc ttcctgagtg 
    18061 ttgagattaa aggtgggcac cactgccacc accatcccca gctccctatc cccctactct 
    18121 cccaccccca gctaagtaaa cattttaaaa aataaggcaa ttcaaaagtt ttcttaaggt 
    18181 catgttttat tttgtatctt tacctaaaat tatgagatat ctgagatgtc actagtaaaa 
    18241 atatctgtat taattttgtc aagtgaaatt tttaggagag tatataaaac tgcttttaaa 
    18301 aaaatggcag gctgccggcc gtggtggcgc acgcctttaa tcccagggag gcagaggcag 
    18361 gcggatttct gagttcgagg ccagcctggt ctacagagtg agttccagga cagccagagc 
    18421 tataaagaga aaccctgtct cgaaaaacca aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aatggcaggc 
    18481 attctctaag ttcttaaatg aatataggac tagtggggaa gcagagaaca agctgttgct 
    18541 ctgttaaaac agtgttgtgc ttgctgttta acagacatta ctaaacatgc taaacatgct 
    18601 taattaatta gcttttcatt tgggataact tgtacaataa ttctgtgact tccttacata 
    18661 cttcatggca tgacatgtat gtatacacac aatagataga tagatgcata catacataca 
    18721 tacatgcatg cagaaagtgt gttttaagtt caagtcgtcc tctgctacat gataagcttg 
    18781 aggttagtct ggggcacata tgctagatcc tggtgcagac gactgagtta caaatcagcc 
    18841 tttggatgct gatgttagag tttcattttg gcagtctttt gcattttatg aaaaagaatt 
    18901 tatggtttct atttgttact cttggtgcaa attattgtgg tggaaattgt tctttgtata 
    18961 aatcattttt attttctctt tctctttttc tgccaaaata gttttgagtt gtgcttatgt 
    19021 ccaaatcatt tttttgtcct tagaagtttt tagatagaat tttatgtaaa tgatatattt 
    19081 gaaaacatta atttaacatt tagctaaata ctgaaaggac tgacatctaa gagcatgtct 
    19141 tttgggaaat gatctctttc agggttttag ttagtacact tactatttca ctttctaaag 
    19201 tgtaagattc tctaatatgg actcactaaa attctactta aataaacagt ttaccaacag 
    19261 gaattgtgtg ccagcttttg ttttaagagt tcagctcttt agcttggtcc ggtggcacag 
    19321 tctcatggtc ccagctaccc tggggatgtt tgcaattcag tcctgacctt tagaacaagt 
    19381 tctaggccag cttaggcaat gtggcaagca agcaagaaat aataatagtg tttttgtttg 
    19441 tttgttttaa gacttaatgg taaaacaaac actttgcatg cacgaggtcc tgggttcagt 
    19501 ccccactgta gaaggaaaaa agcatctctc tgatttcata tttcaataca tgcatgctat 
    19561 agttattgtg gtcatcattt ttcatgctga ctttgtattg aatttattat atttatttta 
    19621 taatttttaa aggaaaattt tagaggtaat aggttcttgt aggtgactcc tatcatgtac 
    19681 tgtgggtgac agtccttttc ttttgcaggc cagttttttt gtggaaataa atgttgtaat 
    19741 gaaaaagaag gcctgaggag ctgggaagtc aacttcggtt acactgagca cggtgaaaag 
    19801 agaaacgcac ttgttaaatt aagtaagacg tgttcagtgg atttcttcca aatttacctt 
    19861 gaatttagaa ctgaaaaaaa tgtatgtact atttaatttt aaaagatttg gtatattttc 







    19981 tctttagcat tatggaagcg ctttgataag acaattctaa tgtcagattt cagctggtaa 
    20041 cttgtagagt catctgttac aagcttgagg atggcactag attaggagtc taagtcagag 
    20101 tatcagaaag gcagtgtaga cctcacatct gattgtgtag ccgtaattat cagcaataaa 
    20161 tacattttct ttctgacagt gagtgaagat tttggaaaaa tatcctttta aaaaagtttt 
    20221 tacgtaacta acttaatatt aattttactt aataatgagt ttcactatgt cattttcatg 
    20281 tatgtacaca cacacacaca cacacgtaca catatgctat ttactctctc ttgtcccctc 
    20341 atacactgat cccctttttc ttcctcatta gtcctcatgt gtgtgtctgt gtgtgtctgt 
    20401 gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgacc caataagtgt agttagggtt acttacgagg 
    20461 tgagggatta tttacaggac ccacttacca gttgctctac acctgaagaa atcttcagga 
    20521 gtacagagtc tcacgaatct cccccaactc cacaatgatg gactgttcat gcatttaata 
    20581 gtctgaaggt tttatacaag taatcacagc tgctgagaat tcaaggctgt agtagttatg 
    20641 tcatgctcag aggacagagt tatgtgacgc actgtgctac ctctgggtct tcttttttct 
    20701 ttttttcttc tgctttctca ctgtagatgt tccctgagcc ttggaggctc taatataggt 
    20761 gccctagtaa gagctgagcc agttattctc agcacttgga ctagttatga gtctctgcac 
    20821 taataactgc actcataatt gtctctcact gcaaaaaagt tgagcctagc accattctgg 
    20881 gtaattagga gactatttga caaccacacc agactattta ggaaagcagt agcaatagct 
    20941 tccatactag gaccagccac aagcccgtga ccagatttgg agtaagattt ccagtacttc 
    21001 atgtggactt cctcctgtag agtgagcctt aaataccatc cagagtagtt ggttacccca 
    21061 taacagtcat gccactatca caccagtggg caggcacatc ttgtctggga gatgggttgt 
    21121 ctaacatgaa ggattcgtgg ctgagcaaga ccattgatga caactctccc agaaccccct 
    21181 gcacagtacc ttctggcact gtgaaagcta atctctagag aggaagcttc cagctccatt 
    21241 tcctttgtct ctcacacaag caaagcatat ggtatcttca attgcgctgt ctcctctggc 
    21301 ttctaatggg caactaatgg ccctagcacc agtcagtgtt gtttaaaagt atagagatga 
    21361 gctagtgaca tggttcagtg ggtgaggtac ctgctaccaa gcttgacatc ttgaatttat 
    21421 tccctggagc ccacaatgtg gaaggagaca acagaccatg taaactgtcc tcagacctcc 
    21481 atacactcat cgcactcact gtggtgcatg cacatcccct cgccacaaag taaataccat 
    21541 gtaattagga aacagtgtag agggactgga gagatggctt agaggtcagg agcattggct 
    21601 gctcttgcaa atgacccagg tttgatttcc gtagccacat gatgattcac agccacctgt 
    21661 aactccagtt ccaggggagc cagtaccctc ttggcctcca cagtgagcct gtatgcacat 
    21721 gtccaggcat gtgtgtagac aaaacactca tacatataac ttttaaaaat aaagaaaaag 
    21781 attagagata aatgttactt tgagtgttgt tctctctgag tttctcaaca ttgctcattt 
    21841 aagaccaggt ctcttgctga acctagagct caccagcaga cagcagttgc ctatagccat 
    21901 ggtttacagt gttaccctgc tcttttttaa aattagttta catctttcag ttgcttgctt 
    21961 gctccctccc tcgctccctc cctcgctctc tccctccctc gctccctccc tccctccctc 
    22021 cctcccttcc ttcttccctt ccttccctcc tttcttcctt ccatttatga ccatcagctt 
    22081 ttctggctct gtaataaatc ttcagagttt cagtctcctc ctgatagtac agattggttt 
    22141 ctgtgagctc ctcctgatag tacagattgg tttctgtgag ctcctcttag aagcacctgt 
    22201 ctggaaaagt cagccagttt ggaatgagac tagggaaaag aagtttttat agtggattct 
    22261 ctttctgttt acttgaaagt ttttaacact tcagaggaga tggctaaacc caaataataa 
    22321 tcatcatcat cattatcatt attatataca tattattaca tcatgttata ttaagagaga 
    22381 tctttgatgt cagatactaa ttttgtctat gaaacacaat ggataaaact ttttctaacg 
    22441 tacctttaaa acaacatttt catatgtaac agggctgaca catatataaa ctcacaaaga 
    22501 cagcatatat aagaccagca caagttcaaa ccagatagaa tcccagcacc tacatgggaa 
    22561 agtgggtaca ttaagcagga agaagtttgt gattggtagc tgctgggaaa aggaaaaaaa 
    22621 taagttttct ttaatgagtg atactttttt ttttcaaaag agagagaaaa tatgaattgg 
    22681 ggtggatagg gagggggatc ttggaggaac tgagggaagg gagagagtat gatcaaatat 
    22741 attgtatgaa aaaaaattct caaacattgt aatataattt tagatatact gttagattat 
    22801 tttctttgta ttatttcctg tgtatagtaa gggatagaaa gaacatggga aattataatt 
    22861 aaaatatata gagttgcaat ataattacac ggattcagaa gctcagtggt atattttttc 
    22921 tcttttagga ttatgccaag aatgttcctt taaattaaat tttcatcaca ggtaattttt 
    22981 ttcttttaaa atatcatttt taatgtttag taacttaggc catactcatt ttatcacact 
    23041 gagtgtctaa atctcaattt ggaaaatgga tttgtttaga acatagagca tcattgtatg 
    23101 atccatggaa ttggagattc actctgccct catcaagcca agcaagttta tatgtaaagg 
    23161 tctgtgtggg gcgatagatg cctgttgtta atttggagcc aacgactaga cactgtaata 
    23221 gtcctagaaa tgatattata aagctggctg cataaactgg agcatgcgtg catgcctgcc 
    23281 tgcgtgagtg tgtgcccacg cgtttcttag gcagctaaag gaggacactg agtgttgtgc 
    23341 tctctgtctt ttcccccgtt actcacttaa aacaaggtct ctggttaaac ctggagcttg 
    23401 ccatttttga ctagtctgac tggtaagccc cagcaatgtt cttgtctttg gtctccacct 
    23461 tcctgtccct aagcactgag attattggcg aacatggtca cagctgacat ttatgtggtt 
    23521 cttgggattc agattcaatt ccccgtgttt gcattgcaga ctctcttacc caggcatctt 
    23581 taagtcatct ggagtgtgtc tgctatgttg aattaggagt gccactggtc tgcaccatgc 
    23641 ctttcatgtg agatcattgg tcttggtttt attttattat ttgcttgttt tttgttttgc 
    23701 tattttgttt cgatttttag gaagactgcc ttcagttcat aatgcctctg aggctagcct 
    23761 cacatttgtg attctcctgt ctcagcctct tgagtgctgg ctggggttat aggccaacac 
    23821 ccggcttatt aagtttagga ataagcatgt ctacattgtg ttctagctac tacaaataaa 
    23881 cagtacattt tcaaaaccag caggattttt tatgttacta gaatggccag cccaaacctt 
    23941 aatttccttt ttctgttagt gatgctgaga gattgaaggt attttgtgac tttccctttt 






    24061 cccgcatgaa agcatctgca tgggtatctt aaccagaagt cagctgagca aatatttgag 
    24121 agctgttttt ccaggtttct ttccttaagc aattaagatg aattgttttc acctgctgta 
    24181 ctgaccagca gctgttgttc taaatctggc ctagaaaagg taaagccaga gcactaggaa 
    24241 ggtaaactag gagctgtcta acgttgacat cggagttcag agtacgtact tttagctcca 
    24301 tccctggata tgtttactat ggtctctgtt ctgagaggag agcatcctct ctctcatgtg 
    24361 aattagatcc attatagccc ttgcttctcc agtgctcact ggatatgagt tacgtgctag 
    24421 gaaagggagt ggacataaaa agtgcactgt ttgtgtagag aatttacaaa atagctcttt 
    24481 gtgtctgttt aggctttatc atcttacaga attatcttaa tttatatatc gacctaaaat 
    24541 atttgcatac tctagcatgg cagtggtggc acataccttt tctcccagca ctctggagac 
    24601 agacacaggt ggatgaacct ctgtgagtcc agcctggtct acagagtgag tttcagtaca 
    24661 actaagatta tatggggata ccgtatctca aaaaaataag gaataaaaaa aaattacata 
    24721 ctctttcaag gttccttatg atatacattc tatggacttt aactgttttc tttaattcaa 
    24781 acatttttat ggaatctgtt gaaaaaatta acttcagtat tatgttgttt aacatgaagg 
    24841 agaaaagaaa tcaagtcaac aaagaaaaag tctaaaacca cgcctgagtg tgacgagtca 
    24901 cctcgtaaga aatccagatc gccaccttca gaggaagctt ccaaggggaa ggatgaaggt 
    24961 aagagaggac taagagctgc tcatctcgag tgtgagatac agacggccac ggcactggtc 
    25021 agaatccatc tggggatgtg cttagaggtc tcttttagag caactgaaag cgaagtggtc 
    25081 aagaattcag atgtaaattt atagtcgctt gtagcctgtt aagaacagaa ctggttttgg 
    25141 ttccttttgg ggcataccct atagtattat ataacgctgc aagcagtgtt cggctcctgg 
    25201 ctgtatccaa gccatgttac ttggctaaga cacggactct cctgggctta ccttctccat 
    25261 gtatgttggg gtagtgtgaa cacctgcctg catattcata acagtcagat gagaatttga 
    25321 aggctttctc agactgtaaa gcagtttttc agtctgtcat tcaatctaaa atcttgatta 
    25381 tagtagctgc cttataggat tatgagaaaa attgagatcg tttatttagc aatttgacta 
    25441 atgcccgccg tgtaattcat tattaagaag gtttcttcta gttgcttttt cgcaccagga 
    25501 ggtaatcaga tacaactttt actcaattta acccaatgct aatataagat ctggacagga 
    25561 gagggccccc ttgctctaga taggaagata cttggctcag gtgcattctt ttgtgcattt 
    25621 ttttttttcc ttcttgcata tcacaatggc catgcagttc aagtatatag tataaaatgt 
    25681 cactgaattg gaatggctgg ttagtagacg tattattctg ttgtttattg agagctggca 
    25741 tttgaagctg aaagcctttt tatgtctatc ttatttccta actccacaat aagtctcaat 
    25801 aagtatggca atctcaattt aattctgagt tttaaattta aatctgagtt taaaattttg 
    25861 tatttattct aatatgctgt aacagtaata aggcatttga aattttggtt atgtccatta 
    25921 ttaaattaat aatattgtta tcttcttaac ggtaatcata ccatgtaatc atggcttatt 
    25981 ataaattaag gaagagctca tctctaccta gaccttttta atttgaaata atctttaata 
    26041 atgactaaac atctagacag ttggcactcc tggttctatc cctagtcatc ccttgcccct 
    26101 ttgtgtgaga ctgtgtattc tatagcttca tcgttacccc atagaaagtg ctaagtaagt 
    26161 gaatggctgg gtggacagct gagtgccaca tggcagaatg agaaaactaa gacaagtcaa 
    26221 tagcttgtgt ttgaagagtg gttttgcttt cgcaagaaag gaagaactaa atacttggac 
    26281 aaaggctctc tatctcctct ccccatttcc ctcggagcag cctcaccctc acttttcact 
    26341 tgagctcagt tggaaaggcc cttcttaaca acgtctgtct cacttctcca acccagctta 
    26401 gatccctagg gtacatcctg agtaccctgt acttgtttag agatgcacag gaccctggaa 
    26461 atcattcatt ttctgtgaga gaagggatta cgtagctgtt taactcaccc ccaattccta 
    26521 agaccatagg catttattta gtagatatta gtgagtggaa tcagtgaatt cattcatttt 
    26581 tctaatagtt gaagaaactc cagaaatcaa tcctaaacat aatcaaaaag atgttgtaga 
    26641 attttgcttt tcaaactatg atgctctgtt gtaagcagct ctaaattggt ctgaagttac 
    26701 tgtctgaagc ccctgtgatt tgtgggtcct cacacacaga caagtgtgca agagcctctg 
    26761 ccctgtggcg tgtggtggtt ctgactgctt cagcatttcc gggaagagga gcccactcat 
    26821 cccacagtcg ccttcccgtc agatggtgcc agcaggtttc cctggacaaa ctacaccttc 
    26881 ccactttggg cctacttata tcaatgggtt tgcagagtaa acctaacctt tccacctact 
    26941 ttttaaattt ttttttttta agatttattt attttattta tctgagtaca ctgatggttg 
    27001 tgagccacca tgaagttgct gggaattgaa ctcagaacct ctgaaagaac agtcagtgct 
    27061 cttaaccgct gagccatctt tgcagcctcc acccactttt taaaagccca ttgaacacct 
    27121 gtacttcttg tatccccttt ggcctctaaa agactaaaac ttaggcttct ccagcctctc 
    27181 atccagtttt gttgggtggc tattttgtca tctgtgcttt tactaccccc cagaaatctc 
    27241 tctcatgagg gctctgtaga gtggtgtgtg tgtatatata tatatataca cacacacaca 
    27301 cacatacaca tatataatat ataattaata tatactaata tattaataca tataataatt 
    27361 aatataatat attaattaat aaatatataa ttaatactca taatatatta attaattaat 
    27421 atattaatac atataatata taataaatat ataatatata atatataata gtgtatgtgt 
    27481 atatgtatgt gtatgtgtat gtgtatgtgt atatgtatat gtatatgtat atgtatatgt 
    27541 atatgtatat agctgggtgg tagcagcaca agcctttaat cctagcacct gggaggtact 
    27601 gaaaggcaga tctctctgag tttgaggcca gcctggttta cagagcaagt tccaggacag 
    27661 ccagggctac acaaagaaac ccttctctca aaaaacatat atatatacac acacacacac 
    27721 acatatatgt gtatatatat atatacacat acacacacac gtgtgtatat gtatatacat 
    27781 atatatgtta tttacttata aaatatataa cgtttaatta tataaatata atttaactaa 
    27841 tataatataa ttaaatataa taaacattgt ttaagtatat caatatatgt aatataaata 
    27901 tcttaatata aatatgtata aaatataaaa tacactatat tattctataa tatatatacc 
    27961 aatagatgtt ctgtactttt tgctttttgt ctccctcaat aactattgca gagatgaaat 
    28021 ttttattttt ttgacaaaat aatgccttgt gattgtggac aaggttggct gggaatgtgg 






    28141 acctccattt ctacttgtat atgaccttga aaaaagtctg gagaatagat ttctgtacac 
    28201 tgtgcagtgg gagggctgag catctctgca aagtaaagga agtgtattag tgttgctgtt 
    28261 gttactgtca tcattatttg cagcctttga agagttgttt aagccatgta agactgttca 
    28321 taggctttca gtttttaagt tctatgttag ctatcagctg tcccaggctc tatgaacaaa 
    28381 taagatgatc actgtctaaa aggacctaat attttaattg aggaaataaa actaagagac 
    28441 ctgaaagtag taaaaggctt ttcccccttt ttcttttttt ctttctttct ttctcccttc 
    28501 ctccctccct ccctccctcc ctccctctct ttctttcttt ctttctttct ttctttcttt 
    28561 ctttctttct ttctttcttt cttccttcct tccttccttc cttccttcct ttctttcttt 
    28621 ctttctttct ctttccctct ttctttcttt cctttgtttt ttttttttgt ttgtttgttt 
    28681 gttctgagag catacgaaaa tttgtgaaga atttatagct ttagctacaa ctgtcaatac 
    28741 catccaaaga tgatgcttgg taaaacagtg ttttcttttc aggacattca tcctcaaaga 
    28801 agtcagaaga ttctagaaac agtaagtacc aagcatttat cattagaaat gtatagattc 
    28861 aaagcacttg caatttgggt ttttttttat ttgtatcctg ctgtgatgtg aattatattt 
    28921 attataccat gagaagaacc ataaaggaca aaaagtaaat atttattgac tttttacaat 
    28981 tttattgtaa actatttact tttttacaat taaaagtctt attttaatta tagaaagcat 
    29041 cagaagtgat tttcagtaaa cttgctgagt gtgcatttca gtttcacact gtacggtgtg 
    29101 caggaagaga agggggtaag gttggactgg ggaagggaag gcaggtagga cttaaagaaa 
    29161 gctcaggagt ctggtggcct gtgctgcctt ggacgggaca cacagtgcag ttctcgtgtg 
    29221 gttcccctgc cagaagccct tgctctgagt ggtgcgttca ccacttcctc ccaaacactt 
    29281 attttactgg aagattgcta caaagtctta tttcccatga aatgcttccc cgagttttca 
    29341 cagtgactta caaaagtaca caggttgttt taaaattagt gacataggaa tactgggaaa 
    29401 caaggtggaa ttgcagtata aaggtagaag caagatgtat tcctttacca aagcatgtca 
    29461 catgactgtc gctgttctcc ccacagccaa agcacaatga ctaatgctct tttgaaataa 
    29521 taaagagact gtagcgctta tttaatgttt tctggcagct ttgagagaaa tctcctgtag 
    29581 gattagaaaa ggggcatgct tttttttttt ttttctaata tctgtctgtg gtagaaataa 
    29641 actacttttg ggttttaaat tgtaaaggtt tctttttact atttttaaat tatatctgtg 
    29701 agtatatcta ctctagtgca ggtgccattg aagtgcacac atgagccatg gctgccttgg 
    29761 agcttgtctt agtcagggtt ttactgctgt gaacagacac catgaccaag gcaagtctta 
    29821 taaaaaaaca acatttaatt ggggctggct tacaggttca gaggttcagt ccattatcat 
    29881 caaggtggga acatggcagt atccaggcag gcatggtgca ggaggagctg agagttctat 
    29941 gccttcatcc aaaggctgct agtggaagac tgacttccag gcaactaggg tgaggatctt 
    30001 atacccacac ccacagtgac acaccctttc caaccaggtc acgcctattc caacaaggcc 
    30061 acaccttcag atggtgccac tacctggtcc aaggacatac aaaccatcac attggatata 
    30121 caaaccatca cagagctgca gttgtagact ggcgagctgc tgcatgtggc tgctggaaac 
    30181 cagcgtaggt tctctgaaag agcagtattc accccttacc actgagccat ctctccactg 
    30241 ctatgcctcc ccctccgttt tgaaaagatt attttttttt aaattgtaat gtacatattt 
    30301 attttgagac aagttcaagc tattcttgac tttgcaatcc gtgtgtctca ctgtccaaat 
    30361 ttctagcatt acaggcaaat gccatcaggg ctattaagta gatgccctga gaaccagaga 
    30421 gctcaaggaa attattcaag gctaaatagt taatgttaaa gataggctta gagacaagtt 
    30481 tataatcccc aactcagtgc tgttttgctc ttactaccaa taactgttca ctattggtga 
    30541 gtcaaatgaa agcctatagt caaattgttt atattgtaat gagatagata gatagataga 
    30601 tagatagata gatagataga tagatagata gagagagaga gagagagaga gataggtaga 
    30661 tagatagata gaaggaagga tagatggatc catcttaaat gattggtcca tgtcttgctt 
    30721 cttttgtaga aggggtataa acaggccagg ccagctttat tgaattattg tcaaaagaga 
    30781 agatatatac aaaaagtctg tctcacacaa aggaagtcct tgataacctg tagctctgtt 
    30841 gcaatgccag caaaaagaaa aatgccagac attaaacagt ctgtatttgc tctctgaatt 
    30901 gatcagatca aaagttaata cctgaccatt tattatggtt attagagaca ttcgccattc 
    30961 ttcagttgaa tgagttttta gttatcatat aacatccaca aaatgtaagc atttgggaaa 
    31021 acctgaagca ttaagcacca cacactaagg agagctttga aggctgaagc agatcagaca 
    31081 ccgagcagcc ggtatggtac aagtactgaa gttgtgccat gggaagaatg ttggcgaact 
    31141 atcgatgttt agtttggaga aaggtggagg atacgaggag gcgagcgtga gggtgaggac 
    31201 ataaaacttg gaggtgtttg gaggctgtta ctcgatggga gaagtatctt tggtgattgg 
    31261 ttcatggagt ctgtagataa aaagaacctg aaaacacatt ttgtcctcga tttaagggaa 
    31321 actgtccctt ggaattctct gacaaatgga agtgaactgt ctcaggagac agattggatg 
    31381 tggcttgtta tcacaagtac catggtgact gggttcatct gcaggcagag ctggatgagc 
    31441 aggcccaaga gaccagtagc acagcaggcc gcggctcagc agatccaggc tggtgctgcc 
    31501 aagcctgaag acctgatttg acccttggga ctcacgtgtc caatgcgtga cctgcacaca 
    31561 cgcattgtag catgttcgca ttatatcaca cacataaatg tgaagagaag aaaataacta 
    31621 attcttgccc ataaccactg cagacttgac agtgaggctg taagagggcc gttgtgtata 
    31681 gaccactcta cctgtctgtc attccgtagt gggactcttt cacccctggc agatggttgt 
    31741 agtggtaact gttagtagtg actcccgtcc tcagggtatc aagaagtttt actcatagag 
    31801 tggaaggaac tctacagatc atttagtcta ttcctataga tttgattctc tgaggtaatt 
    31861 tgaccacttt tccaatggat actctgtcag agggatttat tttaagatga tttaactttt 
    31921 taaaagtaaa atttcattat ctggtattag aaaattgatg tgctgctggg ctggggcaat 
    31981 agtccatttg gtacagtgct tccgtgaaag caagagatac tgaattgagt tctcagagcc 
    32041 cactttaaaa actgggacaa ggtcagctca gtgagtgaaa gcgcttgcca ccaaacttga 
    32101 cagcttaatc cctgaaccca cgtgggagtg ggatagaact gatttccata gcttcttgtc 






    32221 aagtgtatga taaatgtcca ggtatagttg cacacatttt caatcttagg gctgggaagg 
    32281 cagagacagg cagatctctg ggtttgtgtc aggcagcctc acctgtttag taagttcagg 
    32341 gccagtgaaa gaccccttct gtggacagta cccaaggaac aacactagaa gttgaccttt 
    32401 gtccttcatg tatacacgca cacactatac ttatgcatac cacacacaga cagatagact 
    32461 catacaaagg aaattagtgt agaaaagctg acttgtggaa agtattctta agagggaaca 
    32521 gagtgaacac cagagctgtt tgcagtgtaa gattttacaa tcaactgctt gtttttaaag 
    32581 gccatgtagg ttctgttctc tgacggctgg acagtaatgc catatagaga acttcattag 
    32641 gcataattgg gttttctgtt ctttcttatc tcagcaagtg gaagatttta ttctttcttg 
    32701 tgttatcagt tcaagacact gggaactgtg ttgatggctg tcacagagca ggaatcttcc 
    32761 tctaagactt tatagtttca tcatcatgtg tacatagctc attagacagc accctccccc 
    32821 tgctatttgt taaagttggt gccacaacag gttcagttag gatcaaagtt caggcataca 
    32881 cattgattca aagatcagag tccagcaggt aaaaggctag aaccaccgtg gcaaatcaat 
    32941 gcggctttat ttttgtcctg tgctgaactg agggacgttc tgtactggca agccaaatcc 
    33001 gagttaagtc agaactctag tggtaactct ccaaggcaat tagctcttat tacgtcattc 
    33061 ttgaagtagc atcttttctt ttaatcctat ggacgttgtg taagttaagg tttgtaaaga 
    33121 gcacactgtg ttaggatgag cacatcaaga tgttctctta catttgaaag agtatttgtc 
    33181 aaacatttgg aaaaataatg cttattactt tagaaaaact tattctgaga agaggaggcc 
    33241 ttctcagaca ttgtttggaa gaatggaaac tctctaacct ttcttctgga ggaaaacctg 
    33301 accctgtaac tgggttagag cacatgtggt ggccaatgat gctgcttttg gaatttgata 
    33361 ttttatttgg aatagataag ctcctcagat aaacatgggc agaaatgcac actgttcacc 
    33421 aagaaaaaca gcgtggtgga ctgtgtgccc gcccactgtg gagctcttgc tagcatgttt 
    33481 aagatcctgg gtttaatcac cagactgctc cccacccacc ctcaccccca ataaaaataa 
    33541 aaatgggaaa tacagcctaa atccccacca atcagaaatt aacgattggt taatcaaatt 
    33601 ccatataaca gtttttgttt tgttttgttt tgttttgttt gtttgtttaa ggttttcaca 
    33661 gggctagata gatggctctg tggctaaagc acatattggc cttggagagg atccaagttc 
    33721 agttctagcg ccttcattgg gagatctgac acctcagccc tctgcaaaca cctgtacata 
    33781 catatgcatc attcaaaaca aagataaatc ctagaaagaa atctcattat aaaagctttg 
    33841 acatatttat acgtattgtc aaggagaact gtctctgcta tctcaaatcc tttatagtta 
    33901 cagttatgca cagtataatc ttaatttaaa tatatatata tatatatgaa tgataccttt 
    33961 ttaaagacca accacactta aaaagtgact gtattacctg tggcctgggg taacttttcc 
    34021 ttaggacttt aaacatttcc aaattgcttt tattttagac agtggcagta tgtattacct 
    34081 ataaaatcag taaagataat atattcctat ttttaaaata taacaaaata gacctcacat 
    34141 gaattatcta aactcaacta aaatttattc aatattggat aaagtagtat caggcagaca 
    34201 aactattcca tgatgtaatt acattagtaa gtggctcatc tccagtgaaa acccttagcc 
    34261 tacaggaact aatcttgagt gtaggtccta atacatatat gttctttaca aaattcttca 
    34321 tttctgttgt atggccaagg aaataattaa accagctgct attttagtgt aacatgggga 
    34381 agttgttcat tagatattac ttgcattcac tttttgatga ggctctggtg tttttcatat 
    34441 tgtttaattt tttaaaattt atggtatctt gaggaataag ttaaattttg tggaatcata 
    34501 gaagttgaag ctaaaatact gctaaattca tggttaattt aattgcactg gtaaacgatt 
    34561 cagaatgcgt tatgttaaaa caatgacgac atttccttgt caatgagcag gaaacgctga 
    34621 ggaggaagac agtgcttcag actctgagct ctggaagggt ccgctgccag agacagatga 
    34681 gaagtcccag taagtgctca ttcgcaggtg ctccatcctg gcctcagctt agcatctgtg 
    34741 ggtactgccg ttcttgatag cagttgatga aaatatttaa tgccatggat gttgatttag 
    34801 tgccaaagtc tccctatcct ggtaaggtgc aagtttatta ccagtcattg tttggggatg 
    34861 caagcagcca gtatgtgcag cgtcagttca ctttaacagg cagccctctg ttcttgcctg 
    34921 gattctttcc gagacggctg ctcagtcgca tcttggacag cctgtcccat ggtgttagga 
    34981 ttctcgtaac ccattccaag gagccccttg aagatttaca caggtgtaag gatgccttgc 
    35041 cagcagccat ctcagcctcc cacccacagg tgacccagtg cacttgttct ctgccgccct 
    35101 tgactccaga gcctgagctg ctggctactt gaggctggct gcaaacacta acgttattta 
    35161 gcactgggta cttctcaccg tatttcacag gttatactga atgtggcgtc tcctcaaagc 
    35221 tctgctttag atgaaacctc tataaactat aaataggtag ccactgttcc cagactaata 
    35281 aagcactgtg gcctgaacag atgtcctcac attcctggga gtaagacgtg gtttgttttt 
    35341 tagacatagt ttctgtttca ggcatttctt aagcaggttg taatttgaag tagtgaacag 
    35401 agaaggtaca aagtcaacca gaaaggcaaa gagaagcaat ggtctttcac aaagtacttc 
    35461 aaagaaaact gaggggtttt aagagaggtg aagtattcca gttttaatca ttctgagcat 
    35521 agataggatt gtttagatac taagaattat ttgaattatg aaagccaact ggtataaaga 
    35581 gtgatagcta atatactaga cgaaaatatt ttaattagtt tcatatatca cttaattttt 
    35641 tactctattg atttttttaa tttaattttc attgagtact cttgattata atcaatattt 
    35701 gtactttttt ttaataggga agaagaattt gatgattatt ttcaggattt gtttctgtga 
    35761 actgggagag agaatcttat tccttggtga ggagatgtac agagacactc ggtgagtgtg 
    35821 tccatgctgt tgagtctgga cagccactgg gatagatcct tcagcagcac gggacatttc 
    35881 agacatttcc tcctttactt tcgtggctgc tcggctgctt atctaaaacc tggttttggc 
    35941 tctagctcta cagtttatgg tatacttgtt tcaagtgtca tttgaacatg gagtgattgt 








Η αλληλουχία του ποντικού που περιέχει το knockout αλληλόμορφο για το γονίδιο 
FRA10Ac1 από τη σελίδα EUCOMM με κωδικό καταχώρησης 1N957884.1 είναι η εξής: 
        1 ttgtggtgtt tagttatagt ttgttcaagg tggtttttat ctatctatct atctatctat 
       61 ctatctatct atctatctat ctatctatct atctaatgta tagtagtcta ctgtgtactt 
      121 aaaccaaact ctccaagtac tttaacttgg attgcttcta gctttcttcc ttaggaatag 
      181 atttgctata aatattctag ttcaggtctt tctgtgacta tgaacacttg ctgttaaaga 
      241 atcaaacaga tgagacattg atatgcgtgt ttagcattag tcggtgttac tcagcgccct 
      301 tcccaagcct cagcaccagc gtgcacaagt taaggtcaga gcacatcttc accaccacgg 
      361 gatcagctgt cttctccttt atcccctccg gtgtgcaatc atgtgctctg tgttcacagc 
      421 ctgtgtttgt ccaataacag taaatgtagg tgccttgctg catctgcatt ggcttttggt 
      481 gtcttctgtg gatggatcct tcaaaccttt tgccattttt ttttttttcc taccgagagt 
      541 cgacttttag tgtaatacat tctttcaatg ctttcagatg tttaaaattt ttatttgtac 
      601 agagtttttc ctgcatgcat gcatgtctgt atatcacata tatgaagtgc ccacagaggc 
      661 aagagatggc actagatctc tgagacgtgg agttacagac gtttgtgatc tgacatgtgg 
      721 gtgctgggaa tcaaacctga attctgcata atcagcaagt gcttttagcc tctctggcat 
      781 ctttgtatac cctagtataa tggtattaaa atatgttttt taatgtatta gctatgtata 
      841 cacactcata taaacgttgt gtgtgtatgc atgcatttat ttgaatatat acatctcttt 
      901 ttctccaccc tgtaacttaa cttttcattt tcttaataaa atcttctaaa tgaaacagaa 
      961 gtcttttttt tttccatttt tattaggtat ttagctcatt tacatttcca atgctatacc 
     1021 aaaaggaaac agaagtctta acttatttat gccttcttat gcactctatt tgagtccttc 
     1081 tggctctaag agaaaaatat ttaaaaatac catcaagatg tttttctgtt ttatttagaa 
     1141 ctgacttgtg tgtggtgtaa ggtagggatc aagccgcact ttttaaacca tatgttgtgc 
     1201 agcaatcact ctcaaactga acaatttcta cttactttta aaggtttatt ttcttcttga 
     1261 ttatgtatat aattatgtac atgtggtagc aggtgtggga ggagaccaga ggggggcact 
     1321 ggaacccttg gaactgtggt taccggcaga ttactgtagc ctgatgtggg tgctgggaac 
     1381 tgaactcagg tctattgtaa gggcagtata tatgtattct taaccactga gccatctctc 
     1441 aaccccaatt tcctccaaat taaaatattg catcctggag aggaactccc aagtctctgt 
     1501 aagttccaaa gaaaggcttg ttaagattca ggcagtaaac aactcccaag tctcaagaag 
     1561 tccctgaaac ttaccaggct ctcaaggtct ctctctcctt aaggttgtta ctgctaagaa 
     1621 gagggaactc tcacctcctg agctgcctgt aagttgtgca gagagcttca gggtgcttgt 
     1681 tttcatgagt tatcactcat actgggtaag cttttttaga tgcagtgcct gtgggttgtc 
     1741 tgtgctcctg taagtaaccc tcgccatgct cctgtaagtg actctgataa actctgttaa 
     1801 tagttctctg agttggactt tgatggtatt gttcctttgg tctgtcattg atcccttatc 
     1861 tggaatgaat agcagggatg agtatcatgt tttcccagaa aacttctcac acaatattat 
     1921 tctattctgt tgactcggaa ctatttatta gccagaccat atttaatcct atgctgttaa 
     1981 ccacaggact atatgtgtat tggtcttggg atacttgaga agtagttaat agttgaactt 
     2041 attccgttgg tatttgattc tttttgcaag tagcatttat tatagtcact aagaataagt 
     2101 catcattgct caggaatcac ttcatcttaa acttaatcag tcacagtaat atagatactt 
     2161 gtattatcct attttatagg taaggaaata atttgcccag agttctctag cttgtgagtg 
     2221 gcaggaacat gacttcaggg aaattctagt tgactctgac gttggagaag cttttgatgg 
     2281 gggggggggg ggacagtgat gatattatgt tgttaggaga gagctagaaa gaagagctaa 
     2341 ttaaaaaaaa aaagaaaaag aaaaagaaaa aagacaagct gaagagtcgg ctcagtggta 
     2401 aagagcatag agtgctctag ctgtgaatct gggtttggtt cccagcactc acatggcaga 
     2461 tcccaactgt ctgtaactcc agtgccaaga gttctgccgc ccccttctgg cctccatggt 
     2521 cactgcatgc atttgatata catgcaggca aataaactca tgcatctaaa ataaaaatga 
     2581 atttaaaaat ctttaggaaa gaacaaagag gtagagaatg tcttaactta agtatacaaa 
     2641 tattaaaggt ttttttttta cagaagaggt attttaatct ttttgtgtga tttgctaaag 
     2701 tttcaaattc cctccaaagc aaacttatta cttctccaag aaagtgtttt gtttttgttt 
     2761 taagtaatcc tcttgtcttc cacagggatg cttacaatcc ttcaatcttt ccagctttag 
     2821 aaacatcttt catttttctc cattccctca tcctttatac ttaattagcc acaacttcta 
     2881 ccatgtattc cttcagctat taaaccattt ctctcatttc ccactgcctg ccatctgttc 
     2941 tgatgaactc cctactgtcc ctcctgcctc cagccagtct attaaaggga taatatacta 
     3001 ccaaagcact gcgcacaatg tctccttttc aaagctgaac cctttaaatg caacatctga 
     3061 gcggattctc acactcttgt ccatccatat tgacacctct attttataac tctcctttat 
     3121 cactaaccaa atgccaaaat ttagtattca agaacattcc aaatcggcct caagttctct 
     3181 ctgtggcctt accttcacta ctcctttaaa ttctactctc agtgaagtca ccccctcatg 
     3241 ttcctctaaa caagtcatag ctatttctac ctcaagtctt ttcctgaaag tacactgtct 
     3301 tgattattat cccccttccc acatccttta acatttaata tctacattta aattatagct 
     3361 caagtctgat tccttctaaa gccgttacca cattttacta aactctttct caagttattt 
     3421 ggttactttt ctccttaaaa aaaatagctc ccaatttgcc caaatatcac aactgccatc 
     3481 ggcctattga aaggcagtag aaatattaaa cagaaaccct gaactcagag tcaaatgtat 
     3541 ttgggaccat ttacatgctc atgactttgg gaaagttaat ttctctaaat cttctttctt 
     3601 gtctgtaaaa tatgaatgat agtactttgt cttgtttaac aatatttaca tatgtgtact 
     3661 tttgtgggta tgaacctgtg ggcatgtcag catgtatgca gcagtcagag gacaccccag 
     3721 atgttggtcc ttaggagcct tccaccttta gtttgagaca gtgcaactct tggctcttac 





     3841 gtatatgtat atgtatgtgt gtgtgtgtat atatatacac acatacacac acacacacac 
     3901 acacacacac acacacacac acacacacat atatagtttc tcaagagaac cctgactaat 
     3961 acagatgaaa acatgaggta ggtgggttat agccaagttg gggaatctgt tataggcctt 
     4021 agatgccatc tgataacatt tttcaccaag ggttgggaaa ggtagatctt tgtcctttcc 
     4081 aaaaggactt atctaatctt tgcaagaatc ttagatcaca cacagtcggg taataaatgg 
     4141 ttatttaaag ggttaaagat agcccaagat gtttgacatt ggatctgcaa cattttgact 
     4201 taccataaat tgaaattgta atcagtcaat tgaccttgta gaatgattaa catgggcagt 
     4261 tgttttttgg ttttctggga tctcaattta cagcatagac caaaccaccc caagagtttg 
     4321 ttgcttgaag cagcatttaa tttgcataaa tctgcagtgt gggtcggact cagtgaagat 
     4381 ggcttgggtc tgtctgtact actatttacc atcaagaaga cagaaagggt caggcagaag 
     4441 ctgcatcatc tgtcacatgc agcttcgaag cctctcagca ttatttctgt agagccttga 
     4501 cagctggggc agagatgcag atatcaggtt accatggaga aatattaatg ttgtatcaac 
     4561 cttaatgaaa aaatattcat gtgatcattt tgggaaaata aagtgtgttc agacctaaag 
     4621 gataacagaa catgtattga aagcatggct tgatatttta tggccatcgc catccatctc 
     4681 tggcccttat ctaatgccac catagcattt tgttgctttg agcatcaata tattattgca 
     4741 tttttttgta attatcgata acatatctta aagcctggaa cccataggtt tccatatgcc 
     4801 atatacttat ggtatatgat agaatacatt gattttacta ttttatatgc tctgtctttt 
     4861 aaactgattt gtctctgaga taaagaagtg atttttacat gtttgtaatt ccaatgactg 
     4921 atccacccaa agcatgttct taatgggtgt ttgtgtcttt taatattgaa ttgtaatcgc 
     4981 ttacttgaga gtttttcatc aggtaagttt tctgtcctgt gttgattcaa attcagatta 
     5041 tgttatctat ctatagcata tactttgtat ttaatgtctc cagtagctgc tgacctcaaa 
     5101 gcaaaaaatg gaaacctttg aatgaatgga aaatagaaac acacatcaat gcagcagcta 
     5161 ctccccgtag aatcatgaac tgagaggtag gagctgaatt gtataaaagg aaagtgctgc 
     5221 cgagctccaa accctcatgg acctgtgggg tcaaggtctg tgcatatctc tcttatgcgt 
     5281 aaagcaaagc atgtgttgaa gagatggtgt gttacgattc tattgctgtg aggagacacc 
     5341 acgagcaaag caacttataa aagacaacat ttaattggag gcctgcttac agttttggag 
     5401 ggtgagttca tggccatcat ggttagcaag cttggtagca ggcaggcatg atgctggacc 
     5461 agtagctggg agcacacatc ctgatccaca agttatagga taggggtacg gatacatata 
     5521 tataactgga tacacacaca cacacacaca cacacacaca cacacacacg tcatatctat 
     5581 ctgtctgtct gtctgtctat ccatccatcc attcactggg cctctgggct ttgagtttca 
     5641 ataaatgagg agcaagcagt caagcatctg aatctatggg gcccattctc cttcaaaccc 
     5701 ccatagctgg caaagctgtg gagaggcttg ctgctctttc ccagggccag ggttcggctc 
     5761 ccagtaccca caccactctg tcacgcttgt tccagggctt accacaccgt cttctgtcct 
     5821 ccatgtgtaa tgtgacatgg agaagcaggc acacacatat gacacagaag caacatcttt 
     5881 aaaaaattta aatgcagggc ctacaacagc agcacagggt tgttggaaaa ctaaaaagaa 
     5941 gttaatagat aaaagatgtt ttttaaaaag gaacaaaaat gctaatgcat gtcaaatatt 
     6001 ggtatacaag agtttcattt aggctacagg agttcttatt agtgataaaa ggacaaagta 
     6061 tttggttttt agatatctat aaaaattgac tgcttgacaa attaactcaa tactttaata 
     6121 atattaaatt atgaggtttc ctatttacat ttttaaagga aacattttta ttgtagtata 
     6181 attcaaatgc accttgaaat gcataaattt ataattttgt aattaacaag attgcaatcg 
     6241 ctgctctatg taaatcaggg tgtatctatg atttgctgcc aggaataaaa aaagtcttga 
     6301 actgattgac agggatattg ttatctactg gttaggataa aagatttaaa atgaacgtgt 
     6361 attaagattc agagttcttc cttaacatgg acccgctgta aaagtgagaa gcatgccagt 
     6421 tctgttcagc aaatgtttta gtagctcctg tgatttcaaa ggcacagtgt tggctgcgga 
     6481 gtgcgagatg aataactgct ggtattgaag agaagcaaga tctgtaccca gtggaaagag 
     6541 gaatgggacg tcacggtgta gggcaaacac aatgcaggaa caacccagtg gagcttaaaa 
     6601 taatttaatt ctggctgcct gaggtgtttt tttttttttt ttttttcctt aaattttata 
     6661 ttggatgccc tttctgcgtg tgctaggttg cttattggcg tagaatctgc gaccctgtga 
     6721 aatctttttc attccccatt tcttcttttc cttgccaact cgatctcttc agccgccagc 
     6781 actgcctttg gaacagtatc tattgtgtgg gtggcggaac gcggggaagc tatttctgtt 
     6841 ctaattatga gcactgtttt cgtaggggaa aaagaggggg tgataaggca gatctgaggc 
     6901 tgagctgctg gctgggcgag gatgctcggt ggaggcgtta ctaaggttac tagagagagg 
     6961 accgcaggtg acaggcgggg tttttctcta tagcaatata cattttccaa tgaaggacgt 
     7021 gggctgggca gtgccacatt gtactacata ttggattccc tagaggaaaa aggagatggc 
     7081 ccaaaggaaa aatgagggac caaagcaggg agcctctgct tcctcttccg ggccttttct 
     7141 tccgccgtct ttgtttaccc ccgagccatt ctggctgcag cacagagtcg gcgcgccgga 
     7201 gaacggtgtc ttatcgatgt gacacgcctc tgagccgggc cggaagcggt tcccagccgg 
     7261 tacccgtagg gccaggcgtg cagcgtgcgg tgacagtggc gcgggcggcg gcgctgcgtg 
     7321 gctctggagg accggcgcgg acctgcagcg gctcgctgag gccgtggctc gtcgctgcag 
     7381 ctgtcaggac tcttgggggc gaacttgcca gacagagaag agcggaaggg aaggggtgtg 
     7441 taaggagggc cgtgggcgtg tttgatctca gagaggactt tgaaactggt tcttagtagt 
     7501 tgagtctcat ttttattttg acagattcgg gaggcagcag atgccctatt ctcgagattt 
     7561 tcttaattcc agtcagttga tagcatgatt tgagtgagag ctttttagtg aagctactgg 
     7621 gttaagatag ctcaagggat ggatgaagct gcccgagata aaaagaaatg tggcgtcgga 
     7681 gcagagaaga ggtgtctgga atgaggggtc aagatgatct actagttcca ggttctacta 
     7741 gtttcaggtc ttcctgtact aggtaccgtc cccaaactat gtaagcttga ggtttgggct 
     7801 tctttacata acctctatgt taacctttac ataagtgggg aagtaggaga cgcgtctgtg 






     7921 atatatgaag cacgtgagga tggattagag ggtagtagaa tttgaacagc cttgatgaga 
     7981 tctgctaaaa ggtgtgacgt ctaggtgtat aaggcaatga tagctgtcgg tcaggaagaa 
     8041 ctgtggcttg caaacctatg tctccaaagc ttggctgttg ccttctcttt agcatttggt 
     8101 gggataagga agagaggtat atactcacac gcccaagttt gaaaatggag ttgcagagac 
     8161 tcacagaatt taatgatttg acatagctac cttatttaac agaatgacaa acagaaggta 
     8221 gtcaagaacg cagacactgg ctatcctagc tgtacttgcc aacacagatg ctaaagttaa 
     8281 tgtctcttta cctggactgg gtcctttcag caataaagat tgcaacccac ctttacccct 
     8341 attaatgtgt gttacgaatt ctgtacactt actgacacaa ataccaaagc tgaaaaatat 
     8401 tatcacttga cctggactgg ctcctttcag ctgcaggagt tgactattga tgatatacag 
     8461 tagtaaaatc atctgtaccc ttgctcatgt gtgttccaaa ctctgtgtaa tgctggagtc 
     8521 agatgccttt tcaggcacaa ctgacagctg aagcttttca gcaattccaa gactatccat 
     8581 cggaaaataa taagactgac taagcctagg ggtaaggaaa cttagcttaa ggagacctca 
     8641 gctaaaactc atgcttaaaa attaaggaaa aaaaatttaa tcagttgata atgtactgtt 
     8701 tacaaacact aattctggca agttgtgcct aatattccca agagattgtt gaaactgggg 
     8761 ccttaagaat caagtagatt agtttaacta cattttcatt cctaaaatgc aagtacttat 
     8821 ttttaacttg aaaaatcata agctttataa aagtgcttat cactgtgtct atgacaaagt 
     8881 aataatatag tcacccagtg cttaataaga gagacactta aatacatttc tgcagctcct 
     8941 tcattgttca aacagcagag agtatgcttc tacaatggta cagccatcaa acacctctac 
     9001 tacagacagc ccccaaacta gtatctttct agactatgaa cgtatatagc atgttgttgc 
     9061 aattattact gtagataagt gtaatggtat ttgcacagtt aggcatagct acaatgtaga 
     9121 aggtatagtt gaagtactaa gcaataattt gtattttcct ccagtggtct gtctgtggct 
     9181 gaaacatctc tagggggtgt ggggtgtgtg gcacaaataa aagtgatgca ctgttgtccc 
     9241 ttgcatggag tcgctttgca atatccaggc ttaggtttca ctggaaggcc agtgactaat 
     9301 gtccttattc ttcttatttc aaagggatta aagtgttagg tggctgcgta gaccagagac 
     9361 catgatctgc ccagcatgac ttgtaaagct tgtggctgtt taagatcact taactctcag 
     9421 tcttgtgttt cctgagtatt tggcagctcg ggtccgcacg gctgacctcg cactcctttg 
     9481 cagatgcatg ggcatggagg ctatgactct gattttagtg acgatgagca aggcggaggc 
     9541 tccagcaaaa agaggaagaa gtaagtctgt tgatccatag ttcacactgt ttctagacgg 
     9601 acatgaagta taactaaatc ctggaaaggg tttggattga ctttgcatat ggaaacaact 
     9661 gctgtagcaa gtgagggttt attcattgca ctgtaataaa tggatttcag tttggaggta 
     9721 gttgtgggga aaatgaagtt ttgttgtgaa ggagtttatt gaaagggata gagggaaaag 
     9781 gaaagatttc tctattgcat gttttttttt tttgttttgt tttgtttttt gttgtttgct 
     9841 ttttcatttg ttaagactgt gtgtctgcaa atgtcacagc ttaaaggagg cttggttgct 
     9901 gtttgtcttc ccagtgaggt gctcgtggag gatgaattgt aattcagaac agttgtaatg 
     9961 ttgacttgaa tgagcaggtc agagttggca agaccaagat cctctagcat acaaagcctg 
    10021 ggcttcacaa agaggacaca tttttgttgt tgttgtcatt tttgtttcct gagacagttt 
    10081 tattatttag ttcaggctat cctggaattc cctatatagc ccaggctgtc ctaagacaca 
    10141 gtcttcttgg tttagctttg aaagtgctgg ggttccaggt atgaactgca tgtccagctg 
    10201 gaggctacat cttcacaaaa ttgctgtgtt tagggccatt gtccttagct ttcagtgctt 
    10261 tgaaatgtca tggtatgtag taacaggagg gcttgattcg tagtagcagg acttagagaa 
    10321 gttggtttat tatcccatag tgagactgat gtgttatcac taactaggaa tgaacatttt 
    10381 ataaaatcgg cagtctttat caataacaga agaatagtaa taattatagc aatgtatgtt 
    10441 ttttagattt ctttctttct ttctttcttt ttttcttcct tccttccttc cttccttcct 
    10501 tccttccttc cttcctttct ttctttcttt taaaagattt acttatgttg tttatatgag 
    10561 tacactgtaa ctgtcttcag acacaccaga agagggcatt ggatcctatt acagattgtt 
    10621 gtgagccact atgtagttgc tggaaattgg actcagaacc tctggaagag caatcagtgc 
    10681 ccttaaccac tgagccatct ctccagccct gtgttgtttt ttttttttta gattttcatt 
    10741 aagaaacatt gctttctggt ctgggggggg ggggtgtaac taagttagtg gaatgcttgc 
    10801 ctaggatata ggacgcccag gttcagtccc cagtgctgtg taaaacaaag aaaagtgaca 
    10861 catgcccttt agaggcagat taaggagcat caggaattca ggtttatcct tgcttgtgta 
    10921 gtgatttccg ggctatcttg ggctagtgag gatcctccct caaaagaaat gatttatgaa 
    10981 tagaatttga gcagatttag ttgggtactg tggtctaggg ttctatgtat ccatatcagt 
    11041 aaggctgttt gtctgtggtc agtgtcctct atagtcaaac tttcctttcc atatttttta 
    11101 cctgttaaat cttcattatc tctcctttag aggtaaataa cttagggtgg taaatgatca 
    11161 agtcaggaac tgagctagga acctgctgct aagaactagc cattttctct tatcttttcc 
    11221 attttataag tagtaaataa aatgaagaag caaaatgttt cattaaagat cagagaccca 
    11281 ttttaaagtt aagtccttat ttcatgttag ttacttttct agttgtgagc ctgttacccg 
    11341 acaagaagaa actgaaagat ttgcttttgg tcaagattta agaaggggta cagtgagaag 
    11401 gggttcctat ggaggcaggg gcatgaagta gctggtcaca ttgtgtctac agtcaggagg 
    11461 ccgagagcag atataaagtg aggccgggtt ataaaatgtc aatccatctg cagtgatcca 
    11521 cttcttccag caaggctctg ccttcctaag acagctgagg cagaggtcac tggcagaata 
    11581 cctgtcgagc tgtcacaaac atgggaagag ttagacagca tccttcaaga aaaattaact 
    11641 tttaacactt ttttttttta ctacaccagg acagtcgaag atgagttgct gcttacaaaa 
    11701 ccgtttcaaa aagaaaggca tggaaaggtg gcccataaac aagtcgccgc agacttgctc 
    11761 gacaggtgtg gcgctttggt gctatgacgg acagcctttg cgttaagctc ttttataatc 
    11821 tcataacctg tgggtttcat tatgttaata aaatatgggc atttgaattt acctaaactt 
    11881 cttttttaaa cagggaagaa gcaagaaata gaaggtttca tctcatagct atggatgctg 








    12001 tctgactttt aaaaatcaaa atcttgtcaa gttaagtaga ctagttttat ttttacaggt 
    12061 tagtagttat tgatatagaa atttacgatt tgaattttca ggtgtaattc tcttttgcta 
    12121 atatatagga aaaactagag gtaaaaataa tgaaataaat actagttgtg gtctattaat 
    12181 agactttaaa gtccaggaac ttaaaagggt tcccacctgt tcttgtcagg cttgctcact 
    12241 tccctttact gttctcgtct tcttgaatat cattttaatt catccccttc ctacctggct 
    12301 cttgactact ttaaattttc tgcaaaactt ctgttttaaa attaagtgtg tctgagtgcc 
    12361 atctctatgt gtgctgttgc tctgttcctc gggtatgact gaagacttga gctgtgagtt 
    12421 agactgtcat gcaccgctac tcgggatgtt agagaacagg agaggccagg caagacctga 
    12481 gtgttcactc ccaggtcagg actgaagaga ggaagcacca cactagagtc atctgatgca 
    12541 ttttcacctc attcctttcc tttaagttac tgtgttctag attttttttt tttaaaaatc 
    12601 tctcttacct cctaatccat tggaaactta ccttagctta atggtcttat ctcccataaa 
    12661 catctataca tatgttctcc cttctctgac actctcattg agggtgttag tgcacctagc 
    12721 gagaataaaa atataggtga tatgtttctg tcatggtaga gagatctcat ggctgagatg 
    12781 gtagagaacc ccagtatttt tgggaagtag gcatatgttt agctatagga gtagtcacca 
    12841 tcttaaaagt tagtgatttt gctaggtgtg gtacacacct tcaatcccag cattcagaag 
    12901 gcagaggctg gcagatgtct gaatttgagg ccagcatggt ctacatagtg agctccaagc 
    12961 tagccaaggc tacatagtgt gaccctgtct aaaaaacaaa aacaaccaac caaccaaacc 
    13021 caaaaaccaa aatgttagtg gctatcttag ttaaggtttc atagtgaagg gacaacatga 
    13081 ccaaggcaaa tcttataaaa ggaaaacatt taattggggt tggcttacag ttctagaggt 
    13141 tcagtccatt atcatcttgg taggaatcat ggcagcgtcc agagagccat ggtgctggag 
    13201 gagctgagag ttctacatct gtcgtctccc accccccctc acccccctcc ccgccaacaa 
    13261 ggtttctctg tgtagccctg gctgtcctgg aactcactct gtagaccatg ctggccttga 
    13321 actcagaaat ctgcctgcct ctgcctccca aacactggga ttaaaggcgt gcgccaccac 
    13381 tgcccagcta acttctacat cttgatcctt gggaagcaga aggggattga tctcccacaa 
    13441 acaaccagga ggagaatgtc ttccagactg ggtccagctt gagcatagga gacctcaaag 
    13501 cccacctaca ttgtgacaca ccttgtccaa caaggctaca tctcctccag caaggcgcac 
    13561 ctcctaatag tgccactctc tatggtcaag cattcaaacc atgaatatat gggggccacc 
    13621 cctattcagt ccaccacagt agtcttttag agttgtaatt gtttcagtct gtgtctgatg 
    13681 gtgtttttaa gttgctagcc tcaccacaat gtctggggta gaataggcaa aaaaaaaaaa 
    13741 aaaaaaaaag aaaggaaaag gaaaaggaaa agggaaagaa aaagaaaaag aaaaaaaagc 
    13801 ccggggaatg aatgtagttc agtacacggg cagtccctgg tgtgcctttt aaccaccgac 
    13861 tttcacaggc ttgtatttgt tacatatgat gcccaaagtg ggactcgtta gtttaaagag 
    13921 tagggaggag gaataggttt ttgtctactc cttctcctgg aagccaaact ctcactgcca 
    13981 ttcgtgtttt tgctcaagga aaagttgtgt taaccacagc cctgcctgtt gcctatgact 
    14041 gcctcatgtt acagtagcag agctgagcag taacggcaga aaccactagg ctgcgaagcc 
    14101 tgtaaaattt gtcttctagc tccttacaga aaaaaattag catttttaac agcttgcccg 
    14161 tttagtggta gttggagagt tcaaacccag gccttgaggt gtttgtctac ctccccactc 
    14221 aatttcatgt tcttattaat aagtactcta attctaatta ttaataatta gcatacactg 
    14281 tgattagggg aattactatg cctataaggg tgtggtcagt gaggttgaga cagttcacct 
    14341 tgcatgtgct tgagtatgga gagtgctgcc ttggttttaa aagaaacacc aggtgttcat 
    14401 atatcttgtt attgtgcatg aaaaatatac atagttgtgt agattctctg aatattaaaa 
    14461 agaaaagaaa aatcttactg tggtttattt atttcatttt cttttctatt tgagacactc 
    14521 tcttacccta aggcccaggc tggccaggaa atcttgttgc tcctcctgcc tccacctctt 
    14581 gaatgctagt acgataggtg tgagccacta cacctcctct ctgacttctt cggcggtggt 
    14641 ggcggctcct cctcctcttc ctccttctcc ttcttcttca gatttattta tttctttcat 
    14701 gtatatgagt acacactata actgtacaga tatttgtaag ccttcatctg gttgttgaga 
    14761 attgaattta ggacctctgt tcactccggt caaccctgct ccctccggtg ggccccactc 
    14821 actctggccc aaacatttat agactatgtt tgaacactgt ggcagtcttc agacacacca 
    14881 gaagagggag tcagatctca ttataggtgt ttgtgagcca ccatgtgatt gctaggattt 
    14941 gaactcagga cctttggaag agcagtcagt gcttttacct gctgagccat ctcaccagcc 
    15001 tctctctggc ttcttatgtt gtgttttatt tttgaaacct taatgttcat aaggcgcata 
    15061 acgataccac gatatcaaca agtttgtaca aaaaagcagg ctggcgccgg aaccgaagtt 
    15121 cctattccga agttcctatt ctctagaaag tataggaact tcgaaccctt tcccacacca 
    15181 ccctccacac ttgccccaaa cactgccaac tatgtaggag gaaggggttg ggactaacag 
    15241 aagaacccgt tgtggggaag ctgttgggag ggtcacttta tgttcttgcc caaggtcagt 
    15301 tgggtggcct gcttctgatg aggtggtccc aaggtctggg gtagaaggtg agagggacag 
    15361 gccaccaagg tcagcccccc ccccctatcc cataggagcc aggtccctct cctggacagg 
    15421 aagactgaag gggagatgcc agagactcag tgaagcctgg ggtaccctat tggagtcctt 
    15481 caaggaaaca aacttggcct caccaggcct cagccttggc tcctcctggg aactctactg 
    15541 cccttgggat ccccttgtag ttgtgggtta cataggaagg gggacgggat tccccttgac 
    15601 tggctagcct actcttttct tcagtcttct ccatctcctc tcacctgtct ctcgaccctt 
    15661 tccctaggat agacttggaa aaagataagg ggagaaaaca aatgcaaacg aggccagaaa 
    15721 gattttggct gggcattcct tccgctagct tttattggga tcccctagtt tgtgataggc 
    15781 cttttagcta catctgccaa tccatctcat tttcacacac acacacacca ctttccttct 
    15841 ggtcagtggg cacatgtcca gcctcaagtt tatatcacca cccccaatgc ccaacacttg 
    15901 tatggccttg ggcgggtcat cccccccccc acccccagta tctgcaacct caagctagct 
    15961 tgggtgcgtt ggttgtggat aagtagctag actccagcaa ccagtaacct ctgccctttc 








    16081 ggacaagcgg cctcgcacag ccttcactgc tgagcagctc cagaggctca aggctgagtt 
    16141 tcagaccaac aggtacctga cagagcagcg gcgccagagt ctggcacagg agctcggtac 
    16201 ccggaagatc tggactctag agaattccgc ccctctccct cccccccccc taacgttact 
    16261 ggccgaagcc gcttggaata aggccggtgt gcgtttgtct atatgttatt ttccaccata 
    16321 ttgccgtctt ttggcaatgt gagggcccgg aaacctggcc ctgtcttctt gacgagcatt 
    16381 cctaggggtc tttcccctct cgccaaagga atgcaaggtc tgttgaatgt cgtgaaggaa 
    16441 gcagttcctc tggaagcttc ttgaagacaa acaacgtctg tagcgaccct ttgcaggcag 
    16501 cggaaccccc cacctggcga caggtgcctc tgcggccaaa agccacgtgt ataagataca 
    16561 cctgcaaagg cggcacaacc ccagtgccac gttgtgagtt ggatagttgt ggaaagagtc 
    16621 aaatggctct cctcaagcgt attcaacaag gggctgaagg atgcccagaa ggtaccccat 
    16681 tgtatgggat ctgatctggg gcctcggtgc acatgcttta catgtgttta gtcgaggtta 
    16741 aaaaaacgtc taggcccccc gaaccacggg gacgtggttt tcctttgaaa aacacgatga 
    16801 taagcttgcc acaaccatgg aagatcccgt cgttttacaa cgtcgtgact gggaaaaccc 
    16861 tggcgttacc caacttaatc gccttgcagc acatccccct ttcgccagct ggcgtaatag 
    16921 cgaagaggcc cgcaccgatc gcccttccca acagttgcgc agcctgaatg gcgaatggcg 
    16981 ctttgcctgg tttccggcac cagaagcggt gccggaaagc tggctggagt gcgatcttcc 
    17041 tgaggccgat actgtcgtcg tcccctcaaa ctggcagatg cacggttacg atgcgcccat 
    17101 ctacaccaac gtgacctatc ccattacggt caatccgccg tttgttccca cggagaatcc 
    17161 gacgggttgt tactcgctca catttaatgt tgatgaaagc tggctacagg aaggccagac 
    17221 gcgaattatt tttgatggcg ttaactcggc gtttcatctg tggtgcaacg ggcgctgggt 
    17281 cggttacggc caggacagtc gtttgccgtc tgaatttgac ctgagcgcat ttttacgcgc 
    17341 cggagaaaac cgcctcgcgg tgatggtgct gcgctggagt gacggcagtt atctggaaga 
    17401 tcaggatatg tggcggatga gcggcatttt ccgtgacgtc tcgttgctgc ataaaccgac 
    17461 tacacaaatc agcgatttcc atgttgccac tcgctttaat gatgatttca gccgcgctgt 
    17521 actggaggct gaagttcaga tgtgcggcga gttgcgtgac tacctacggg taacagtttc 
    17581 tttatggcag ggtgaaacgc aggtcgccag cggcaccgcg cctttcggcg gtgaaattat 
    17641 cgatgagcgt ggtggttatg ccgatcgcgt cacactacgt ctgaacgtcg aaaacccgaa 
    17701 actgtggagc gccgaaatcc cgaatctcta tcgtgcggtg gttgaactgc acaccgccga 
    17761 cggcacgctg attgaagcag aagcctgcga tgtcggtttc cgcgaggtgc ggattgaaaa 
    17821 tggtctgctg ctgctgaacg gcaagccgtt gctgattcga ggcgttaacc gtcacgagca 
    17881 tcatcctctg catggtcagg tcatggatga gcagacgatg gtgcaggata tcctgctgat 
    17941 gaagcagaac aactttaacg ccgtgcgctg ttcgcattat ccgaaccatc cgctgtggta 
    18001 cacgctgtgc gaccgctacg gcctgtatgt ggtggatgaa gccaatattg aaacccacgg 
    18061 catggtgcca atgaatcgtc tgaccgatga tccgcgctgg ctaccggcga tgagcgaacg 
    18121 cgtaacgcga atggtgcagc gcgatcgtaa tcacccgagt gtgatcatct ggtcgctggg 
    18181 gaatgaatca ggccacggcg ctaatcacga cgcgctgtat cgctggatca aatctgtcga 
    18241 tccttcccgc ccggtgcagt atgaaggcgg cggagccgac accacggcca ccgatattat 
    18301 ttgcccgatg tacgcgcgcg tggatgaaga ccagcccttc ccggctgtgc cgaaatggtc 
    18361 catcaaaaaa tggctttcgc tacctggaga gacgcgcccg ctgatccttt gcgaatacgc 
    18421 ccacgcgatg ggtaacagtc ttggcggttt cgctaaatac tggcaggcgt ttcgtcagta 
    18481 tccccgttta cagggcggct tcgtctggga ctgggtggat cagtcgctga ttaaatatga 
    18541 tgaaaacggc aacccgtggt cggcttacgg cggtgatttt ggcgatacgc cgaacgatcg 
    18601 ccagttctgt atgaacggtc tggtctttgc cgaccgcacg ccgcatccag cgctgacgga 
    18661 agcaaaacac cagcagcagt ttttccagtt ccgtttatcc gggcaaacca tcgaagtgac 
    18721 cagcgaatac ctgttccgtc atagcgataa cgagctcctg cactggatgg tggcgctgga 
    18781 tggtaagccg ctggcaagcg gtgaagtgcc tctggatgtc gctccacaag gtaaacagtt 
    18841 gattgaactg cctgaactac cgcagccgga gagcgccggg caactctggc tcacagtacg 
    18901 cgtagtgcaa ccgaacgcga ccgcatggtc agaagccggg cacatcagcg cctggcagca 
    18961 gtggcgtctg gcggaaaacc tcagtgtgac gctccccgcc gcgtcccacg ccatcccgca 
    19021 tctgaccacc agcgaaatgg atttttgcat cgagctgggt aataagcgtt ggcaatttaa 
    19081 ccgccagtca ggctttcttt cacagatgtg gattggcgat aaaaaacaac tgctgacgcc 
    19141 gctgcgcgat cagttcaccc gtgcaccgct ggataacgac attggcgtaa gtgaagcgac 
    19201 ccgcattgac cctaacgcct gggtcgaacg ctggaaggcg gcgggccatt accaggccga 
    19261 agcagcgttg ttgcagtgca cggcagatac acttgctgat gcggtgctga ttacgaccgc 
    19321 tcacgcgtgg cagcatcagg ggaaaacctt atttatcagc cggaaaacct accggattga 
    19381 tggtagtggt caaatggcga ttaccgttga tgttgaagtg gcgagcgata caccgcatcc 
    19441 ggcgcggatt ggcctgaact gccagctggc gcaggtagca gagcgggtaa actggctcgg 
    19501 attagggccg caagaaaact atcccgaccg ccttactgcc gcctgttttg accgctggga 
    19561 tctgccattg tcagacatgt ataccccgta cgtcttcccg agcgaaaacg gtctgcgctg 
    19621 cgggacgcgc gaattgaatt atggcccaca ccagtggcgc ggcgacttcc agttcaacat 
    19681 cagccgctac agtcaacagc aactgatgga aaccagccat cgccatctgc tgcacgcgga 
    19741 agaaggcaca tggctgaata tcgacggttt ccatatgggg attggtggcg acgactcctg 
    19801 gagcccgtca gtatcggcgg aattccagct gagcgccggt cgctaccatt accagttggt 
    19861 ctggtgtcaa aaataataat aaccgggcag gggggatcta agctctagat aagtaatgat 
    19921 cataatcagc catatcacat ctgtagaggt tttacttgct ttaaaaaacc tcccacacct 
    19981 ccccctgaac ctgaaacata aaatgaatgc aattgttgtt gttaacttgt ttattgcagc 
    20041 ttataatggt tacaaataaa gcaatagcat cacaaatttc acaaataaag catttttttc 





    20161 gaataacttc gtatagcata cattatacga agttatgttt ctagcttggc tgcaggtcgt 
    20221 cgaaattcta ccgggtaggg gaggcgcttt tcccaaggca gtctggagca tgcgctttag 
    20281 cagccccgct gggcacttgg cgctacacaa gtggcctctg gcctcgcaca cattccacat 
    20341 ccaccggtag gcgccaaccg gctccgttct ttggtggccc cttcgcgcca ccttctactc 
    20401 ctcccctagt caggaagttc ccccccgccc cgcagctcgc gtcgtgcagg acgtgacaaa 
    20461 tggaagtagc acgtctcact agtctcgtgc agatggacag caccgctgag caatggaagc 
    20521 gggtaggcct ttggggcagc ggccaatagc agctttgctc cttcgctttc tgggctcaga 
    20581 ggctgggaag gggtgggtcc gggggcgggc tcaggggcgg gctcaggggc ggggcgggcg 
    20641 cccgaaggtc ctccggaggc ccggcattct gcacgcttca aaagcgcacg tctgccgcgc 
    20701 tgttctcctc ttcctcatct ccgggccttt cgacctgcag cctgttgaca attaatcatc 
    20761 ggcatagtat atcggcatag tataatacga caaggtgagg aactaaacca tgggatcggc 
    20821 cattgaacaa gatggattgc acgcaggttc tccggccgct tgggtggaga ggctattcgg 
    20881 ctatgactgg gcacaacaga caatcggctg ctctgatgcc gccgtgttcc ggctgtcagc 
    20941 gcaggggcgc ccggttcttt ttgtcaagac cgacctgtcc ggtgccctga atgaactgca 
    21001 ggacgaggca gcgcggctat cgtggctggc cacgacgggc gttccttgcg cagctgtgct 
    21061 cgacgttgtc actgaagcgg gaagggactg gctgctattg ggcgaagtgc cggggcagga 
    21121 tctcctgtca tctcaccttg ctcctgccga gaaagtatcc atcatggctg atgcaatgcg 
    21181 gcggctgcat acgcttgatc cggctacctg cccattcgac caccaagcga aacatcgcat 
    21241 cgagcgagca cgtactcgga tggaagccgg tcttgtcgat caggatgatc tggacgaaga 
    21301 gcatcagggg ctcgcgccag ccgaactgtt cgccaggctc aaggcgcgca tgcccgacgg 
    21361 cgaggatctc gtcgtgaccc atggcgatgc ctgcttgccg aatatcatgg tggaaaatgg 
    21421 ccgcttttct ggattcatcg actgtggccg gctgggtgtg gcggaccgct atcaggacat 
    21481 agcgttggct acccgtgata ttgctgaaga gcttggcggc gaatgggctg accgcttcct 
    21541 cgtgctttac ggtatcgccg ctcccgattc gcagcgcatc gccttctatc gccttcttga 
    21601 cgagttcttc tgagcgggac tctggggttc gaaatgaccg accaagcgac gcccaacctg 
    21661 ccatcacgag atttcgattc caccgccgcc ttctatgaaa ggttgggctt cggaatcgtt 
    21721 ttccgggacg ccggctggat gatcctccag cgcggggatc tcatgctgga gttcttcgcc 
    21781 caccccccgg atctaagctc tagataagta atgatcataa tcagccatat cacatctgta 
    21841 gaggttttac ttgctttaaa aaacctccca cacctccccc tgaacctgaa acataaaatg 
    21901 aatgcaattg ttgttgttaa cttgtttatt gcagcttata atggttacaa ataaagcaat 
    21961 agcatcacaa atttcacaaa taaagcattt ttttcactgc attctagttg tggtttgtcc 
    22021 aaactcatca atgtatctta tcatgtctgg atccgggggt accgcgtcga gaagttccta 
    22081 ttccgaagtt cctattctct agaaagtata ggaacttcgt cgagataact tcgtatagca 
    22141 tacattatac gaagttatgt cgagatatct agacccagct ttcttgtaca aagtggttga 
    22201 tatctctata gtcgcagtag gcggaatttt ttatctttaa tttagaagcc gcagtttatt 
    22261 tgtaatatta ttattagact gaataaaaga ataaagctgt gtgcagtcta gaagcagact 
    22321 agaaagctcc ctctttcccc tggtggttat atatttttat cccaagaata atgtattcat 
    22381 gaaaaagatt ccaaacattt taggtaatac atgcttgaaa gattttcagc agaaagtgaa 
    22441 agtctgctgt gtagttgtcg tacatgattt acacatttaa aaatgataga ctcataccat 
    22501 gctttctttt tatttaatag tatgttacag tggaacaact tctgaacagt tacagaagtc 
    22561 cttaatgttt tgcatttcag tatcaaaggc acaccaagtt tgtaaacgac tatattttgt 
    22621 actatggtgg caaaagagag gactttaagc ggttggggta agtattgtca agttcacatg 
    22681 gcacggtagg gcaagtacaa atgattttct aggccctgtt gtaactttct tggcgacagg 
    22741 agcattctca tgattgaacc aggtgtgatg ctggtaagag cagtacactt gagcaatgct 
    22801 ttgtgtcttg ttgaatgaga ccattgaaac gacgacacac ttagactata gtgtccagga 
    22861 ttgcttttgc aaaattagag atggcgcaac gcaattaatg ataacttcgt atagcataca 
    22921 ttatacgaag ttatggtctg agctcgccat cagttcatag gcattgaaga taagtcctac 
    22981 tgctgaggac accagacact tgacatagga ttcagatgac ctgagatgtc tgaccttaaa 
    23041 gcttccttcc taagggctac ctttcctggt acaattgaaa aagtagccag gatgggctgg 
    23101 tgagatggct cagtgggtaa gagcacccga ctgctcttcc gaaggtccag agttcaaatc 
    23161 ccagcaacca catggtggct tacaaccatc ccgtaacgat atctgatgcc ctcttctgga 
    23221 gtgtctgaat acagctacag tgtacttaca tataataaat aaataaatct ttaaaaaaaa 
    23281 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaagaaaaag tagccaggaa tttgagagca atggagaggg 
    23341 tatctgagag gggttggagg aagaaaagat aggatagaag tgatgtaata acatttataa 
    23401 tctaaaaaag taaacatgtt atttaaaaaa aaaagcaagc aggaaacttc acataaaaat 
    23461 tattcctgtg tcgaggctgt tgtcttgcat ggattcttct ctgatttact atctgagtag 
    23521 gtagggccct aacgaattta actattattt aatttaatag ttaaattagc taccccattt 
    23581 ctatcttccc ctgtccactg agcccatact gctcaaatgt ttcttccact tcctagctga 
    23641 gcatctttat tttcctcctg cctttattgg tctttattag taacatgatg taaaatcgca 
    23701 tattactgag agctcgttac ttggatctac tctgaaactt gttctcactc acatttcctc 
    23761 actcagagtc tggttgagct tctgtgtcct tgttttggca acaaagcacc atctgtataa 
    23821 ctgacccact gtagggttga gtggatctgc ttctctatgg aactcactcc tttcttgcaa 
    23881 gtttttctta agtaccttct gaaaatattg aatatttttt atataaaaat ttccaaattg 
    23941 aagtatactt ttatttatat ttttattcaa gttttttcaa aactttcagc aatgtttagc 
    24001 ctaaatttga ctaattttaa ttttatatta aattaaaatt tttatattct agggagaatg 
    24061 ataagacaga tctggatgtt atacgagaaa atcatagatt cctttggaat gaggaggatg 
    24121 aagcagatat gacttggtaa ttttacttga ttatttattt gttgtgtgtg tgtgtgtgtg 







    24241 tgagcttctc agggctgaaa cgcaggtcat cagaattggt ggcaggagcc tttactaatt 
    24301 agagtgtctt gccagtctga gacttggtga ttttagccaa tagcgtctaa tggaacaagt 
    24361 gttatagtct tgtctttttt attctatatg tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg tgtgtaggaa 
    24421 ctcttagagg ccagaggagg gcatcagatt gtccagatct gtaagtacag gaggttgtga 
    24481 gccacccagc atgggtgctc agatctgaac taaggtcttt tgaaaaacaa cacatgctct 
    24541 taacaaccct gagccatctc tccagctcca atatgtattg tcttaatcat catttatcaa 
    24601 ggtgttcagc tctttcatag acagtttctg aaggatagaa acctacattt atgactcctg 
    24661 attctggttt gcttccttgg gtaatctttg gtaatttaat taacttgtaa ttgtttgacc 
    24721 cagtcttcaa aaataattat gctactgttt gttgtcttat aataagcaat tgtatgttcc 
    24781 ttataaaatg ttttgaataa tttggaaaaa caaaatacat gaaagtggtt ttcaaagtca 
    24841 gacatcactg agggtaataa gtgaagagta attctccatc tcattctctg agagccgcca 
    24901 ttaacaaaca ggtcatctct agacagtcgt cacatctgtc tatattaggc atctcttagc 
    24961 attaatattt atagcatata tgtatcacct atttgatatt tcttccaagt aacaaactgt 
    25021 tgttggattt ctgaatatat aatacatact ttttatgaat ttagggagaa gagacttgca 
    25081 aagaaatact atgataaatt attcaaggaa tactgcatag ctgatctcag tagatacaaa 
    25141 gaaaataagg tatgccctag gaatatttac agctggcgct cttgttcaac tacagcatca 
    25201 atttttatta actaccatga cccacattac tctttcctgg cactgatttg aatctgttat 
    25261 cttgcacttt gagtatcatt ttgaccactt accctctgtg gtcatggggt ttaaagggtc 
    25321 tataggattt atgaaggaca agtgctttgt gtttgtgaga tcatctataa aaggctaaaa 
    25381 ttacacagtt ggcaactaga ttccatccgg gctgtcatct tgagcctcta gtgattaaac 
    25441 actttagaat gatgtctcat ttcatagatc atgctttaaa tcagcagttt tttgattgat 
    25501 tgccatttat ggagtggcag atacattttt ttttctacat aaatatttct attttggtaa 
    25561 aattaacttt cagtcaatgc taattagtag tggcagattc ccatttccac attacatctt 
    25621 tagttaatat taaagcaatt tttattccta gctcaacttc cattggaact agagaaggta 
    25681 atccaagaat ggatgatctt cagttggaaa tgttaaaagg actgagtggc tatttgtatt 
    25741 ctactaagaa aaaaaatcca tttataaaca actatctaaa agaaattcta aggatttctt 
    25801 tttatttatt tattttgatt tctttagttt gtgagttgtt ttctagttct gtacagacag 
    25861 tagcaataat taccttgcat attcctgata caaatctatg tggttggggt agaccaaaga 
    25921 cttctcagtt ccttacaaac tagttgtgaa tgctattgca tagcacttgt ctgtaccagc 
    25981 gaattaccat agtaactagt ctggagtcag cacaaccacc tggatggagt tgcttgtaat 
    26041 tactagacag taagccaagt ctgaaatacc tttctaggcc catgtggcaa agtagattgc 
    26101 cagccatgga tttttttttt ttttaatgat acactccagt atttatcgaa attggactgc 
    26161 accctctatg gctgcggtct cgatgggtgt gatggtgtat acctgtggtc tcatcacttg 
    26221 aggcagtagc aggattgtga agtcatgact agctgaggct gcagagcaag ttttgaggga 
    26281 gatactgtct caaaaaaaat gtagtctagc taaggagaac agataattca caagagtgtt 
    26341 taaagtctcc attttaaaaa tactactaga attagggagc tggaaagatg gctcagtggt 
    26401 taggagtgct tgctgaggag tcataaggac ctgaggacga gagtttggat ttcagcaccc 
    26461 atgtaacaag gcaggcaacc acacatatgt aaatacacac acacacacac acacaccctg 
    26521 tagtaacagc ctggatgtag tcagagatag gaggatctct aggacttgct agcctctatc 
    26581 ctagctccca ctcccagcaa aattgcaagc ctgagggtca gggagagaac ttacttcaaa 
    26641 gaataggtaa gggtacgtta gacacctcag acactcttct ggctctctta tgtgcatgca 
    26701 ctcgtgtgac tgtctttttt ttttcttcca ctttttaaaa tctatttaga atattaaaca 
    26761 tgatagaagt agaagaaaat ctcttatgaa gttctctatg aaaggaaatt gtgacaagtt 
    26821 tctggttaga cagaaactgt tccatctgca agggagaata cacagcttaa ctgaatgaac 
    26881 tgggtagtgt tccttctgtt tctattttgt ggaatagttt gaagagtatt ggtattaggt 
    26941 ctcctttgaa ggtctgatag aattctgcgc taaactgtct ggtcctgggc tttttttggt 
    27001 taggagactt ttaaagactg cttctatttg tttacaggtt atgggactgt ttaggtggtt 
    27061 tatctgatcc tgatttaact ctggtacttg gtatctgtct agaaagttgt tcatttcatc 
    27121 cagattttcc agttttattg agtttaggct cttgtagtag gatctgatga ttttttaaat 
    27181 atcctgggct tctgatgtta tatctccctt ttcatttctg attttgttaa tttgaatact 
    27241 gtctctgtgc cctctggtta gtctgactaa gggtcaatct atcttttgat ttttctcaaa 
    27301 gaactagctc ccagttttgt tgatctttgg atagttctgt ttgtttccac ttggttgatt 
    27361 tcagccctga gtttgattat ttcctgccat ctactcctct tgggtgaatt tgcttctttc 
    27421 tgttctagag cattcaggtg tgctgttaag cttctagtgt atgctctctc cagtttcttt 
    27481 ttggaggcac tcaagttatg agttttcctc ttaccagtcc tttcattgtg tcccataagt 
    27541 ttgagtattt tgtgccttta ttttcattaa attctaaagt ctttaatttc tttatttctt 
    27601 ccttgaccaa gtgatcattg agcagtgcat tgttcagctt ccatgtatat gtgggctttc 
    27661 tgttgctttt attgctattg aagaccagcc ttagccctgg tatcttctgc acctgagatt 
    27721 ctctcttcta tctcttgtat tctgttggtg atgcttgcat caatgtctcc tgatctcttt 
    27781 cctaggtttt ctatctccag ggttgtctcc ctttgtgatt tctttattgt ttctatttcc 
    27841 atttttagat cctggatgtt tttgttcaat tctttcacat gtttggttgt gtttttttct 
    27901 aattctataa gggatttttg tgttacatct ttaagggctt ctacctgttt acctttgttc 
    27961 tcctgtattt ctttaaggga gttatttata tcctacttaa agtcctctat catcatcatg 
    28021 agatgtgatt ttaaatcaga gtcttgcttt tctgttgtgt tggggtatcc agggctcgct 
    28081 gtggtgggag aactggattc tgaaggtgcc aagtagcctt ggtttctgtt gcttctgttc 
    28141 ttatgcttgc ctcttgccat ctggttatct ctggtgttag ctggtcttgc tgtcgctgac 
    28201 tgtggcttgt ccctccagca agcctaggtg tcaatactcc tgggagacca gttctttcct 






    28321 cagaaggatc ctgtcccggc tactccatgg tgtcctgatt gatggctatg ggtgggtctc 
    28381 tcttgggcca gaaatttgaa cagaaatggt ggtcttacct gtaatcatag gtgtgtcggc 
    28441 actcctggga gaccagctct ctcctggcag tatttgggta tggagcactg tggcacagga 
    28501 tcagctcctg gcacagacag aaactggaag gatcctgtcc ctggctgctc ctcagttctt 
    28561 gtgtcctgag ggctccagga gggtccctct gagcagaagt ggtgactatc ttaagaagag 
    28621 taattttgat agatgttatg ttttgttaga acatggtaac tgcatgtgaa aagaagatag 
    28681 gtgataataa gaaacgaaac atgacttggg tttgagtgtg gaaatgagag aacaggaagt 
    28741 ttggaggggc tatgtttgga acatgtaata gctctgtgtt ctagcatacc atgtttgaca 
    28801 tgttggaaaa agtttagctt acatcatgct tccagagtta ggatgcgttt ttctcttagc 
    28861 ttcatttaca cagatagtac tttattcact ttaattaagc aggtcttaat taattagtta 
    28921 atcagtgcct actgtacata gcagagcctt aaggcacgtc tagtgactct tcctttgctc 
    28981 tgtgttcctg ttcctttctt tgaaaacttt tcatgtttga ggctgtattt gagttctatt 
    29041 gagccactag gaaaggagaa gtgggataag aaaaaaggaa aaacactgct ttaaatgagc 
    29101 caaaagctat ttttctttta cagaaagtcc cagtagatct gtgttgcagg aagcaggatt 
    29161 caggaccaag ccctgagtaa ctgcagcctg gatcccatga gaagaactgg ggttgggaaa 
    29221 ggatataagg agacagaggt tacaaagtgg gacagtgtag tctcttactc cccataagat 
    29281 tataactttc ctcgtgatgg atagtgccct gtaaagcttt atttattttt gttttatgta 
    29341 tatcaatgtt tgcctgcaca tgtatgtgta ctgcatgggt gtattgtgcc tgtggggacc 
    29401 agaagaaggt gtcagatgcc cccgtactgg aggaatagat ggttgtgatg cactctatgc 
    29461 atattggcag tcaaaccctg gtcttctgca gcagcactaa gcgctcttta acagctgagc 
    29521 catttctcca gtcctgaaat acaagtccaa taagtagttc cttaaataga tgaatgaatg 
    29581 aaagaaaagg cttggaaaac tcttgctagt aatacagttg actttgtgct tcagtagaca 
    29641 ctgcaagaca atgtgggatg gcatgtaatc tctagacaca gatatacact aaagcataaa 
    29701 atgaaaggga gtcactttaa aatttttact tccttttttt gatacttatt tattctactc 
    29761 ccccccatag acatggggaa ttttattttt atttgcattt taactagaat gttttgacat 
    29821 ttttttgaat ttttgtatga atttaagata taaatttgaa aaattaagaa atggatgatt 
    29881 taaaacttga atattaataa gaaattgaat gttttatctg aattatttat atttttcccc 
    29941 tttaaaaaat gtgtatggct gttttgcctg catgtctatc tgtgtaccac atgtgtgcag 
    30001 tgcctgtgga ggaaggaaga tgtcagctcc tctgagctag agttgtaggt agttgtgagc 
    30061 caccacatag gggctgagac ttaagcctgg tcgtctgcag tagcagccag tgctcttaca 
    30121 taccgagcca tctctccagc cttctgaatt ctctcgtagt acactgagtc tcagggttaa 
    30181 gatattgaag taataccctt ggccataacc acagcccctg ttcttgttaa tactgtatac 
    30241 tacgcataga tgttatatgc agatgttatc ctgttcttgt taatctgtat actacgcata 
    30301 gatgttatat gcagatgtta tcctgttctt gttaatctgt atactacgca tagatgttat 
    30361 atgcagatgt tatcctgttc ttgttaatac tgtatactat gcatagatgt tatacgcaga 
    30421 tgttatcctg ttcttgttaa tactgtatac tatgcataga tgttatacgc agatgttatc 
    30481 ctgttcttgt taatactgta tactacgcat agatgttata tgcagatgtt atcctgttct 
    30541 tgttaatctg tatactacgc atagatgtta tatacagatg ttatcctgtt cttgttaata 
    30601 ctgtatacta cgcatagatg ttatatgcag atgttatcct gttcttgtta atactgtata 
    30661 ctacgcatag atgttatatg cagatgttat cctgttcttg ttaatactgt atactacgca 
    30721 tagatgttat atgcagatgt tatcctgttc ttgttaatac tgtatactac gcatagatgt 
    30781 tatatacaga tgttatcctg ttcttgttaa tactgtatac aacgcataga tgttatatac 
    30841 agatgttatc ctgttcttgt taatactgta tactacgcat agatgttata tgcagatgtt 
    30901 atcctgttct tgttaatact gtatactgtg catagatgtt atatgcagat gttatcctgc 
    30961 ctcaactcct gtagatttta ggtattttaa aagtcatttt taacagaagt tggtaattgt 
    31021 caggagatat ccttaagttc tgtaaaaaga gaaaaagcca tcacactgat agttaagttt 
    31081 atttttcagg ctgaaaacgt caccaacctt ggctttgtgt ttagatttgt acatatatta 
    31141 atttaaaatt tgaatttaca tttattttat ataaatgtac tttttttttt tttttaacca 
    31201 gtttggattt aggtggcgaa tagaaaaaga agtaatttca ggaaaaggta actttttaaa 
    31261 aatttttact ttctaattga tcacagttta ctttgttata tagaattgaa atcaccaggt 
    31321 gagaattttt tcttataaaa ataaagtttg ggaaaaatgt atttctgata tatatgttgt 
    31381 tagcaaagat cagaatttaa tgctttcatg acttctttag aatttggtcc ttagaatatt 
    31441 tgaggatatg tggacaatgt tttaagaatt aaagatttag taacaaggaa caagtgcttg 
    31501 attatcaatt ataacaaaat attgatagta ctgcattcca acaaaaatca ttattttgaa 
    31561 gatgttaaat atcattcgtg aacccaatag agttgcactc cagctccagg gatcgggagc 
    31621 cctcttctga ccgctcccgg caccgcgcct gacgtgcacg gatatgagtg gcaggggtgt 
    31681 tttctgtgac tgataaaggc tctgtagagg ggagggaaag gggatgaatt taaagcagct 
    31741 ctcttttggg tcagtgaggc ggttggtggc taaggacagg tgccacacca gcctagcaac 
    31801 ttcatttcaa tccctcaagc tagagttaaa ggagagaaca cactcaacag aattgtcctc 
    31861 tgaactctac atgcatgcac gcgtgtgtgc tcaagcacac acacacatgc cgtgcacaca 
    31921 caatattaaa tatacttttt gggttttgtt tttcaagaca gggtttttcc gtgtagccct 
    31981 ggctgtcctg gagcttgctc tgtgaatgag gctgggcagg aacttgatcc tcctacctct 
    32041 gcttcctgag tgttgagatt aaaggtgggc accactgcca ccaccatccc cagctcccta 
    32101 tccccctact ctcccacccc cagctaagta aacattttaa aaaataaggc aattcaaaag 
    32161 ttttcttaag gtcatgtttt attttgtatc tttacctaaa attatgagat atctgagatg 
    32221 tcactagtaa aaatatctgt attaattttg tcaagtgaaa tttttaggag agtatataaa 
    32281 actgctttta aaaaaatggc aggctgccgg ccgtggtggc gcacgccttt aatcccaggg 






    32401 gacagccaga gctataaaga gaaaccctgt ctcgaaaaac caaaaaaaaa aaaaaaaaaa 
    32461 aaaatggcag gcattctcta agttcttaaa tgaatatagg actagtgggg aagcagagaa 
    32521 caagctgttg ctctgttaaa acagtgttgt gcttgctgtt taacagacat tactaaacat 
    32581 gctaaacatg cttaattaat tagcttttca tttgggataa cttgtacaat aattctgtga 
    32641 cttccttaca tacttcatgg catgacatgt atgtatacac acaatagata gatagatgca 
    32701 tacatacata catacatgca tgcagaaagt gtgttttaag ttcaagtcgt cctctgctac 
    32761 atgataagct tgaggttagt ctggggcaca tatgctagat cctggtgcag acgactgagt 
    32821 tacaaatcag cctttggatg ctgatgttag agtttcattt tggcagtctt ttgcatttta 
    32881 tgaaaaagaa tttatggttt ctatttgtta ctcttggtgc aaattattgt ggtggaaatt 
    32941 gttctttgta taaatcattt ttattttctc tttctctttt tctgccaaaa tagttttgag 
    33001 ttgtgcttat gtccaaatca tttttttgtc cttagaagtt tttagataga attttatgta 
    33061 aatgatatat ttgaaaacat taatttaaca tttagctaaa tactgaaagg actgacatct 
    33121 aagagcatgt cttttgggaa atgatctctt tcagggtttt agttagtaca cttactattt 
    33181 cactttctaa agtgtaagat tctctaatat ggactcacta aaattctact taaataaaca 
    33241 gtttaccaac aggaattgtg tgccagcttt tgttttaaga gttcagctct ttagcttggt 
    33301 ccggtggcac agtctcatgg tcccagctac cctggggatg tttgcaattc agtcctgacc 
    33361 tttagaacaa gttctaggcc agcttaggca atgtggcaag caagcaagaa ataataatag 
    33421 tgtttttgtt tgtttgtttt aagacttaat ggtaaaacaa acactttgca tgcacgaggt 
    33481 cctgggttca gtccccactg tagaaggaaa aaagcatctc tctgatttca tatttcaata 
    33541 catgcatgct atagttattg tggtcatcat ttttcatgct gactttgtat tgaatttatt 
    33601 atatttattt tataattttt aaaggaaaat tttagaggta ataggttctt gtaggtgact 
    33661 cctatcatgt actgtgggtg acagtccttt tcttttgcag gccagttttt ttgtggaaat 
    33721 aaatgttgta atgaaaaaga aggcctgagg agctgggaag tcaacttcgg ttacactgag 
    33781 cacggtgaaa agagaaacgc acttgttaaa ttaagtaaga cgtgttcagt ggatttcttc 
    33841 caaatttacc ttgaatttag aactgaaaaa aatgtatgta ctatttaatt ttaaaagatt 
    33901 tggtatattt tcctgaaagt atactttttc cctgtagttt ccccaaacct caaataaaat 
    33961 ttgaatctaa agtctttagc attatggaag cgctttgata agacaattct aatgtcagat 
    34021 ttcagctggt aacttgtaga gtcatctgtt acaagcttga ggatggcact agattaggag 
    34081 tctaagtcag agtatcagaa aggcagtgta gacctcacat ctgattgtgt agccgtaatt 
    34141 atcagcaata aatacatttt ctttctgaca gtgagtgaag attttggaaa aatatccttt 
    34201 taaaaaagtt tttacgtaac taacttaata ttaattttac ttaataatga gtttcactat 
    34261 gtcattttca tgtatgtaca cacacacaca cacacacgta cacatatgct atttactctc 
    34321 tcttgtcccc tcatacactg atcccctttt tcttcctcat tagtcctcat gtgtgtgtct 
    34381 gtgtgtgtct gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtga cccaataagt gtagttaggg 
    34441 ttacttacga ggtgagggat tatttacagg acccacttac cagttgctct acacctgaag 
    34501 aaatcttcag gagtacagag tctcacgaat ctcccccaac tccacaatga tggactgttc 
    34561 atgcatttaa tagtctgaag gttttataca agtaatcaca gctgctgaga attcaaggct 
    34621 gtagtagtta tgtcatgctc agaggacaga gttatgtgac gcactgtgct acctctgggt 
    34681 cttctttttt ctttttttct tctgctttct cactgtagat gttccctgag ccttggaggc 
    34741 tctaatatag gtgccctagt aagagctgag ccagttattc tcagcacttg gactagttat 
    34801 gagtctctgc actaataact gcactcataa ttgtctctca ctgcaaaaaa gttgagccta 
    34861 gcaccattct gggtaattag gagactattt gacaaccaca ccagactatt taggaaagca 
    34921 gtagcaatag cttccatact aggaccagcc acaagcccgt gaccagattt ggagtaagat 
    34981 ttccagtact tcatgtggac ttcctcctgt agagtgagcc ttaaatacca tccagagtag 
    35041 ttggttaccc cataacagtc atgccactat cacaccagtg ggcaggcaca tcttgtctgg 
    35101 gagatgggtt gtctaacatg aaggattcgt ggctgagcaa gaccattgat gacaactctc 
    35161 ccagaacccc ctgcacagta ccttctggca ctgtgaaagc taatctctag agaggaagct 
    35221 tccagctcca tttcctttgt ctctcacaca agcaaagcat atggtatctt caattgcgct 
    35281 gtctcctctg gcttctaatg ggcaactaat ggccctagca ccagtcagtg ttgtttaaaa 
    35341 gtatagagat gagctagtga catggttcag tgggtgaggt acctgctacc aagcttgaca 
    35401 tcttgaattt attccctgga gcccacaatg tggaaggaga caacagacca tgtaaactgt 
    35461 cctcagacct ccatacactc atcgcactca ctgtggtgca tgcacatccc ctcgccacaa 
    35521 agtaaatacc atgtaattag gaaacagtgt agagggactg gagagatggc ttagaggtca 
    35581 ggagcattgg ctgctcttgc aaatgaccca ggtttgattt ccgtagccac atgatgattc 
    35641 acagccacct gtaactccag ttccagggga gccagtaccc tcttggcctc cacagtgagc 
    35701 ctgtatgcac atgtccaggc atgtgtgtag acaaaacact catacatata acttttaaaa 
    35761 ataaagaaaa agattagaga taaatgttac tttgagtgtt gttctctctg agtttctcaa 
    35821 cattgctcat ttaagaccag gtctcttgct gaacctagag ctcaccagca gacagcagtt 
    35881 gcctatagcc atggtttaca gtgttaccct gctctttttt aaaattagtt tacatctttc 
    35941 agttgcttgc ttgctccctc cctcgctccc tccctcgctc tctccctccc tcgctccctc 
    36001 cctccctccc tccctccctt ccttcttccc ttccttccct cctttcttcc ttccatttat 
    36061 gaccatcagc ttttctggct ctgtaataaa tcttcagagt ttcagtctcc tcctgatagt 
    36121 acagattggt ttctgtgagc tcctcctgat agtacagatt ggtttctgtg agctcctctt 
    36181 agaagcacct gtctggaaaa gtcagccagt ttggaatgag actagggaaa agaagttttt 
    36241 atagtggatt ctctttctgt ttacttgaaa gtttttaaca cttcagagga gatggctaaa 
    36301 cccaaataat aatcatcatc atcattatca ttattatata catattatta catcatgtta 
    36361 tattaagaga gatctttgat gtcagatact aattttgtct atgaaacaca atggataaaa 






    36481 aactcacaaa gacagcatat ataagaccag cacaagttca aaccagatag aatcccagca 
    36541 cctacatggg aaagtgggta cattaagcag gaagaagttt gtgattggta gctgctggga 
    36601 aaaggaaaaa aataagtttt ctttaatgag tgatactttt ttttttcaaa agagagagaa 
    36661 aatatgaatt ggggtggata gggaggggga tcttggagga actgagggaa gggagagagt 
    36721 atgatcaaat atattgtatg aaaaaaaatt ctcaaacatt gtaatataat tttagatata 
    36781 ctgttagatt attttctttg tattatttcc tgtgtatagt aagggataga aagaacatgg 
    36841 gaaattataa ttaaaatata tagagttgca atataattac acggattcag aagctcagtg 
    36901 gtatattttt tctcttttag gattatgcca agaatgttcc tttaaattaa attttcatca 
    36961 caggtaattt ttttctttta aaatatcatt tttaatgttt agtaacttag gccatactca 
    37021 ttttatcaca ctgagtgtct aaatctcaat ttggaaaatg gatttgttta gaacatagag 
    37081 catcattgta tgatccatgg aattggagat tcactctgcc ctcatcaagc caagcaagtt 
    37141 tatatgtaaa ggtctgtgtg gggcgataga tgcctgttgt taatttggag ccaacgacta 
    37201 gacactgtaa tagtcctaga aatgatatta taaagctggc tgcataaact ggagcatgcg 
    37261 tgcatgcctg cctgcgtgag tgtgtgccca cgcgtttctt aggcagctaa aggaggacac 
    37321 tgagtgttgt gctctctgtc ttttcccccg ttactcactt aaaacaaggt ctctggttaa 
    37381 acctggagct tgccattttt gactagtctg actggtaagc cccagcaatg ttcttgtctt 
    37441 tggtctccac cttcctgtcc ctaagcactg agattattgg cgaacatggt cacagctgac 
    37501 atttatgtgg ttcttgggat tcagattcaa ttccccgtgt ttgcattgca gactctctta 
    37561 cccaggcatc tttaagtcat ctggagtgtg tctgctatgt tgaattagga gtgccactgg 
    37621 tctgcaccat gcctttcatg tgagatcatt ggtcttggtt ttattttatt atttgcttgt 
    37681 tttttgtttt gctattttgt ttcgattttt aggaagactg ccttcagttc ataatgcctc 
    37741 tgaggctagc ctcacatttg tgattctcct gtctcagcct cttgagtgct ggctggggtt 
    37801 ataggccaac acccggctta ttaagtttag gaataagcat gtctacattg tgttctagct 
    37861 actacaaata aacagtacat tttcaaaacc agcaggattt tttatgttac tagaatggcc 
    37921 agcccaaacc ttaatttcct ttttctgtta gtgatgctga gagattgaag gtattttgtg 
    37981 actttccctt ttgagtgaca tttcaga 
 
ΣΗΜΕΙΩΣΗ: Και στις δύο αλληλουχίες σημειώνονται οι αλληλουχίες τόσο των 
εξωνίων όσο και των εκκινητών. 
Exon 10 
